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RESUMO

Desenvolvimento de um método rapido de identificagao, ao nivel de espécie, de
Lactobacillus e Saccharomyces em dornas de fermentag¢ao, por meio da técnica de MALDI-
TOF MS: validagao molecular e construgao do banco de dados espectral

O género Lactobacillus é o principal grupo de bactérias contaminantes em dornas de
fermentacdo para producio de etanol em larga escala. A alta proliferacdo destes microrganismos
prejudica a viabilidade de cepas de Saccharomyces cerevisiae selecionadas, podendo diminuir a produc¢io de
etanol nas dornas de fermentacio. Os métodos mais utilizados para identificacio destes
microrganismos sao bioquimicos e moleculares baseados na sequéncia do DNA, que sio muito
demorados, onerosos e muitas vezes remetem a resultados ambiguos. MALDI-TOF MS ¢é uma
poderosa ferramenta de identificagio microbiana e foi testada neste trabalho para identificacdo de
diferentes isolados de Lactobacillus e S. cerevisiae presentes no processo de producio de etanol. Os
métodos de preparo e aplicacio da amostra para aquisicao espectral foram estabelecidos, tanto para
bactérias quanto para leveduras. Vinte e sete isolados de Lactobacillus foram identificados pela regido
16S tDNA e dois genes housekeeping, pheS e groEL e, trés cepas de leveduras selecionadas do processo
foram identificadas pela regido I'TS e 28S nr-LSU. As identificagbes gendémicas foram contrastadas
com as identificagdes obtidas com o perfil proteico por MALDI-TOF MS e 97% dos Lactobacillus
tiveram a mesma classificacio molecular que o gene pheS, eleito como o mais discriminatério, e 100%
das cepas de leveduras foram classificadas como S.cerevisiae por ambas as técnicas. A técnica MALDI-
TOF MS se mostrou altamente eficiente para discriminacdo intraespecifica de leveduras e
interespecifica de Lactobacillus, ndio havendo apenas discriminagdo para isolados classificados como
L.casei pelos genes housekeeping. Além disso, quando comparado o poder discriminatério da técnica
MALDI-TOF MS em relacdo ao banco de dados espectral disponivel no Biotyper e, posteriormente,
a0 banco de dados complementar criado neste trabalho com os microrganismos proprios do processo
de producio de etanol, houve um aumento de 57 a 100% das repeticGes que foram identificadas ao
nivel de espécie com alta confiabilidade. Desta forma, os resultados deste estudo mostraram que a
técnica MALDI-TOF MS pode ser utilizada como uma alternativa rapida e eficaz para identificagdo de
Lactobacillus e Saccharomyces do processo etandlico.

Palavras-chave: Bactérias 4cido lacticas; Genes housekeeping; Espectrometria de massas;
Fingerprinting



ABSTRACT

Development of a rapid identification method at the species level of Lactobacillus and
Saccharomyces in fermentation process by MALDI-TOF MS: molecular validation and spectral
database construction

The genus Lactobacillus is the main group of contaminating bacteria in fermentation tanks for
large-scale ethanol production. The high proliferation of these organisms affect the viability of
selected strains of Saccharomyces cerevisiae, which can reduce the production of ethanol in fermentation
tanks. The most used methods for identifying these microorganisms are biochemical and molecular
based on DNA sequence, which are very time-consuming, costly and often revert to ambiguous
results. MALDI-TOF MS is a powerful microbial identification tool and it was tested in this work to
identify different isolates of Lactobacillus and S. cerevisiae present in the ethanol production process. The
sample preparation and application in the MALDI plate for spectral acquisition were established for
both bacteria and yeasts. Twenty-seven isolates of Lactobacillus were identified by the 16S tDNA region
and two housckeeping genes (pheS and gwEL genes) and three yeast strains selected from the process
were identified by the ITS and 28S nr-LSU regions. The genomic identifications were compared with
the MALDI-TOF MS protein profiles and 97% of the Lactobacillus had the same molecular
classification as the pheS gene, which was chosen as the most discriminatory gene, and 100% of the
yeast strains were classified as ' .cerevisiae by both techniques. The MALDI-TOF MS technique proved
highly efficient for intraspecific yeast and interspecific discrimination of Lactobacillus, and there was no
discrimination for isolates classified as L.case/ by housekeeping genes. Furthermore, when compared to
the discriminatory power of MALDI-TOF MS technique in relation to spectral database available on
Biotyper and subsequently, the complementary database created in this work with the microorganisms
themselves in the ethanol production process, there was an increase from 57 to 100% of the
repetitions that were identified at the species level with high reliability. Thus, the results of this study
showed that the MALDI-TOF MS technique can be used as a fast and efficient alternative for the
identification of Lactobacillus and Saccharomyees of the ethanolic process.

Keywords: Lactic acid bacteria; Housekeeping genes; Mass spectrometry; Fingerprinting



10



11

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve uma transformacido no setor energético mundial com a necessidade da busca
de fontes alternativas de combustiveis devido a finidade dos combustiveis fésseis e, também, pela independéncia
energética necessaria para o desenvolvimento dos paifses em ascensio, tal como o Brasil, principalmente depois da
ptimeira crise do petréleo em 1973, levando o paifs a langar o programa nacional pré-ilcool (AMORIM & LEAO,
2005). Além do contexto econémico, houve uma motivagdo ambiental, pois elevadas concentragdes de emissGes de
carbono liberadas na atmosfera pela combustao dos derivados do petréleo contribuiram para o aumento do efeito
estufa. Nesse contexto, o etanol ganhou espaco por se tratar de um biocombustivel ambientalmente mais “amigavel”
e competitivo no mercado. Desta forma, o Brasil que em 1970 importava 80% do seu consumo total de petréleo,
conseguiu conquistar quase que totalmente a independéncia energética e tornar-se lider em energia renovavel.
Estimativas apontam que mais de 40% da energia produzida no Brasil vem de fontes renovaveis em comparacio
com uma média de menos de 15% do resto do mundo, sendo a cana-de-agucar a matéria-prima que provém quase
17% da energia total do palfs, superando as hidroelétricas (SugarCane.org, 2018). Segundo dados da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018) estima-se que a safra de 2018/2019 sera de 30,41 bilhdes de litros de
etanol, com um aumento de 11.6% em relagdo a safra antetior.

O processo responsavel pela produgdo de etanol a partir da cana-de-agucar é a fermentacio, sendo a
Saccharomyces cerevisae a levedura mais utilizada neste processo. Este microrganismo ¢ exaustivamente estudado e
possui um vasto conhecimento acerca de seu genoma e funcionamento celular devido sua importincia no processo
de fermentacio alcodlica (FORSTER et al,, 2003). A selecio de linhagens S. cerevisiae eficientes e resistentes ao
processo fermentativo, tais como CAT-1, Pedra -2, Santa-Adélia e Baker yeast (BASSO et al., 2008) foram de
extrema importincia para a alta produtividade do processo fermentativo na industria alcooleira.

Apesar desta alta produtividade, o processo de fermentacio em escala industrial ndo é conduzido em
ambiente asséptico, ocasionando o crescimento de muitos microrganismos contaminantes que podem interferir
direta ou indiretamente com o processo fermentativo. Além disso, as usinas realizam o reciclo de células de
leveduras, o que ocasiona, indiretamente, o reciclo de microrganismos contaminantes, levando, a cada reciclo, a
selecdo de bactérias adaptadas ao ambiente fermentativo. Juntamente com a falta de qualidade e sanidade da matéria-
prima utilizada, mas condi¢Ges de armazenamento do melaco e esteriliza¢do inadequada de dornas e canalizacdes,
propiciam o ambiente ideal para proliferacio de contaminantes no processo (AMORIM, 2018).

Assim, o processo industrial de fermentagdo ocorre na presenca de uma quantidade significativa de
contaminantes bacterianos, principalmente bactérias acido-lacticas e, quando ocorre a alta proliferacio destes
microrganismos, hd perda na produtividade e rendimento da fermentagdo. A alternativa utilizada para controlar esse
problema, ainda que custosa econémica e ambientalmente, é o uso de antibidticos convencionais de amplo espectro,
deixando residuos no fermento (CARVALHO; MONTEIRO, 2011).

Pela sua importancia, diferentes pesquisas realizadas no Brasil tiveram por objetivo a identificagdo dos
microrganismos contaminantes do processo fermentativo por meio de analises fisico-quimicas, microbiolégicas e
moleculares (CARVALHO; MONTEIRO, 2011; DE SOUZA E MONTEIRO, 2011; DE SOUZA et al, 2012;
SOBRINHO; SILVA; CEREDA, 2011). Entretando, uma tecnologia que vem ganhando destaque na microbiologia
¢ a espectrometria de massas (MS — mass spectrometry), mais especificamente do tipo MALDI-TOF (matriz assistida
por dessot¢io e ionizagio pot tempo de voo, do inglés Matrix-assisted Dessortion/ lonization time-of-flight). Apesar dessa

técnica ja ter sido utilizada para identificacdo de bactérias em 1975, foi somente décadas depois, com a descoberta de
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outras matrizes que permitiram a ionizacdo de proteinas ribossomais (range de 2- 20 kDa), seguido pelo
desenvolvimento de banco de dados especificos para identificagdo microbiana que a técnica MALDI-TOF MS
tornou-se uma alternativa efetiva na rotina clinica. A identificacio € realizada a partir da obtencdo de um espectro de
massas caracteristico do microrganismo por meio da ionizagdo de proteinas intactas presentes na amostra e ¢é
comparado com perfis espectrais de outros microrganismos conhecidos presentes em banco de dados.

O primeiro sistema MALDI-TOF MS acoplado com software de dados capaz de realizar a rapida
identificagdo microbiana em laboratérios foi desenvolvido pela Bruker Daltonics em 2008 e foi chamado de
MALDI-Biotyper. Em 2008 também foram realizados diversos estudos multicéntros mundiais validando o
desempenho notavel para identificagdo utilizando este software de dados. A plataforma MALDI-Biotyper é formada
por softwares operacionais e de analises e um banco de dados espectral de microrganismos que foram submetidos a
um método de extragio/ prepatacio de amostra simples (SENG et al,, 2009) e, além disso, a plataforma permite a
adigdo de bibliotecas internas de outros microrganismos (SINGNAL et al,, 2015). Esta técnica revolucionou a
identificagdo de microrganismos por 3 motivos principais: 1) Nao tém necessidade de extrair o material genético do
microrganismo para a identificagdo, dispensando o extenso trabalho laboratorial; 2) Obtenc¢do dos resultados dos
espectros representativos quase que instantaneamente, enquanto que por meio de técnicas moleculares levaria
semanas ¢; 3) O custo de preparo das amostras analisadas por MS é menor do que as analises e preparo de amostras
feitas por sequenciamento de regides conservadas do genoma (GARCIA et al,, 2012). Porém, a identificagdo de
microrganismos por espectrometria de massas ainda ndo foi utilizada no ambiente da fermentacdo etandlica em
usinas brasileiras. No entanto, os estudos que priorizam a identificagdo rapida de microrganismos por espectrometria
de massas, a partir de amostras complexas, ja estdo sendo utilizada na area médica e, mais recentemente, também
para biotipagem de cepas comerciais de S.cerevisiae MOOTHOO-PADAYACHIE et. al.,, 2012), identificacdo de
bactérias (LV et al., 2016) e leveduras (GUTIERREZ et al., 2017) no processo de fabricagio de vinhos.

Estudos realizados para a deteccdo de Ewnferobacteriaceae, Psendomonas aeruginosa e Acinetobacter banmannit,
bactérias produtoras de enzimas capazes de degradar penicilina, estio sendo realizados diretamente de hemoculturas
por MALDI-TOF. Essa técnica permitiu a detecgdo precoce da atividade dessa enzima em culturas de sangue com
119 isolados previamente caracterizados (OVIANO et. al., 2016). Pongla e colaboradores (2016) visando a
identificacdo de isolados bacilos gram-negativos nio-fermentativos de glicose em pacientes com fibrose cistica,
obtiveram resultados satisfatérios com o uso de MALDI-TOF MS para a identificagio de bactérias do género
Burkholderia ao nivel de espécie e ao nivel de género para outros microrganismos nao-fermentativos.

Lv e colaboradores (20106) utilizaram a técnica MALDI-TOF MS em conjunto com técnicas moleculares
para a identificagio de bactérias presentes no processo fermentativo de vinho a partir de arroz e isolaram 60 espécies
diferentes de bactérias pertencentes a seis diferentes géneros (Bacillus, Staphylococens, Lenconostoc, Pediococcus, Lactobacillus
e Lactococcus) por filogenia do gene 16S rDNA e, os espectros gerados por MALDI-TOF MS foram comparados com
o banco de dados MALDI-Biotyper. Os resultados mostraram que a técnica de fingerprinting por MALDI-TOF MS
foi complementar aos resultados obtidos pelo sequenciamento da regido 16S rDNA, sendo uma técnica com maior
poder discriminatério na identificacdo de espécies de Bacillus, especificamente na diferenciacdo entre Bacillus subtilis,
Bacillus amylolignefaciens e Bacillus methylotrophicus, e também em algumas espécies do género de Lactobacillus. Para a
discrimina¢do de isolados de Lactobacillus, especificamente, grande parte dos trabalhos ndo obtiveram resultados
satisfatorios quando utilizaram apenas a regido 16S tDNA ( NASER et al, 2007; PODLESNY et al, 2011;
DUSKOVA et al., 2012; DELAVENNE et al., 2013), mas quando utilizaram a técnica MLST (Multilocus Sequence

Typing), sequenciando diferentes genes housekeeping como pheS, rpoA e groEL, conseguiram discriminar de maneira
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eficiente a maior parte dos isolados ao nfvel de espécie. Delavenne et al. (2013), objetivando a identificagio de
potenciais isolados de Lactobacillus como culturas bioprotetoras no yogurte, comparou os resultados obtidos pelo
sequenciamento dos genes pheS e 7poA com analises de fingerprinting utilizando MALDI-TOF MS e obteve
resultados similares e satisfatorios com alta capacidade de discriminagao de todos os isolados testados.

Ja em relacio a identificacio de leveduras, em outro trabalho objetivando a identificagdo dos
microrganismos responsaveis pela complexidade do aroma de vinhos, Gutiérrez e colaboradores (2017) utilizaram a
técnica MALDI-TOF MS para identificar Saccharomyces cerevisiae e leveduras nao-Saccharomyces presentes no processo
fermentativo de produg¢io de vinhos. Além disso, como a maioria dos bancos de dados de referéncia de espectros
sa0 quase que exclusivamente de microrganismos clinicos, Gutiérrez e colaboradores (2017) desenvolveram um
banco de dados espectral complementar interno de leveduras de fermentacdo e, consequentemente, melhorou a
performance de identificagdo.

O desafio inicial deste trabalho concentra-se na inacessibilidade de cole¢des apuradas de microrganismos
presentes especificamente no processo de producdo de etanol brasileiro, que permitam a ripida identificacido
utilizando a técnica MALDI-TOF MS. Na area clinica, em que grande parte dos microrganismos ja foram
caracterizados molecularmente e, possuindo um acervo de 7.311 espectros de referéncia no banco de dados Biotyper,
permitiu a identificacio de microrganismos diretamente do sangue (MOUSSAQUI et al., 2010), urina (FERREIRA
et al,, 2010) e fluido cérebro-espinhal (SEGAWA et al., 2010), sem necessidade de cultivo prévio, utilizando um kit
(MALDI Sepsityper kit — Bruker, Daltonics) para lise bacteriana e lavagem da amostra antes do preparo de amostra e
extragdo proteica simples habitual. Baseado nesses trabalhos, Barreiro (2016), avaliou a sensibilidade da técnica para
detectar contaminacdo de diferentes espécies de bactérias causadoras de mastite (Staphylococcus aureus, Streptococcus
uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli) diretamente de amostras do leite. Os resultados
revelaram que a identificagio dos patégenos foi possivel a partir de 10¢ unidades formadoras de colénia (UFC)/mlL
pata S.anrens, 107 UFC/mL pata E.coli ¢ 108 UFC/mL para as demais cepas. Apesar de ter sido possivel a
identificagdo diretamente das amostras de leite, sem necessidade de cultura prévia, houve uma perda de sensibilidade
quando comparado com a identificagdo a partir da cultura microbiolégica.

Desta forma, para realizacdo deste trabalho, primeiramente, foi necessitia a identificacdo de bactérias
contaminantes do género Lactobacillus ao nivel de espécie a partir da juncdo do sequenciamento da regido 16S do
rDNA com a analise MLST de genes housekeeping, servindo como base para a rapida identificacio pela analise de
fingerprinting  utilizando MALDI-TOF. Adicionalmente, como as bactérias contaminantes vivem
concomitantemente com as leveduras, em um ambiente complexo, decidiu-se testar se a técnica de identificacdo
espectrométrica também seria eficiente para microrganismos cucariotos especificos do processo de produgio de
etanol brasileiro e, se era possivel diferenciar os isolados de S. cerevisiae utilizados como microrganismos de arranque
no processo de fermentagdo. Assim, este trabalho pioneiro propos aplicar a técnica de “fingerprinting” por MALDI-
TOF para a rapida identificacio de isolados pertencentes ao principal género de bactérias contaminantes do processo
de producio de etanol e diferenciar cepas de leveduras selecionadas do processo, para, posteriormente, construir um
banco de dados espectral complementar que otimize e viabilize a identificacdo dos microrganismos presentes nas

dornas de fermentacio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Perspectivas da producdo do etanol no Brasil

No Brasil o etanol é produzido por meio da fermentagdo de agucares de cana-de-acucar por
microrganismos, os quais sio capazes de transformar moléculas de glicose e frutose (CsH1206) em moléculas de
etanol (CoHsOH). A levedura Saccharomyces cerevisiae — organismo modelo em eucariotos — tem sido o principal
microrganismo utilizado nos processos fermentativos, devido a sua excelente capacidade de crescimento e
fermentac¢io sob condi¢des anaerdbias (FORSTER et al., 2003).

Atualmente, o Brasil tornou-se referéncia mundial em sustentabilidade, sendo o segundo maior produtor
mundial de etanol (MAPA, 2018) estimulado pela crescente demanda de vendas de carros flex na década passada
(IBETO et al.; 2011). Em produgao, o Brasil fica atras apenas dos Estados Unidos da América, o qual utiliza o milho
como matéria-prima para a produc¢do de etanol. Na safra de 2017/2018, o Brasil apresentou 9.004,7 milhées de
hectares de area plantada de cana-de-agicar, com uma produgido de 651,84 mil toneladas de cana-de- aguicar, sendo
que a partir disso foram produzidos 38,734 mil toneladas de acicar e 27,254 mil metros ctibicos de etanol (UNICA,
2018). A regido Centro-Sul foi responsavel por quase 94% da produgdo nacional, sendo o Estado de Sio Paulo o
maior contribuinte (56% da producio nacional total) (UNICA, 2018). Todo esse etanol foi produzido a partir de
cana-de-agucar e seus derivados. Estima-se que em 1000 kg de cana possua aproximadamente 160 kg de agucar,
possibilitando a produgido de 79,5 kg de etanol, caso o processo atingisse 100% de rendimento (FIGUERUT, 20006;
ANDRIETTA et al., 2000), pois seguindo a estequiometria da reagdo, a cada 100g de glicose sdo produzidos 64 mL
de etanol, entretanto, na pratica parte do carbono é destinado para o crescimento celular e producido de outros
compostos como glicerol e 4cido succinico, teduzindo a quantidade de etanol produzido para 61 ml. /100g de
glicose MENEZES, 1980). A mensura¢io da perda por parti¢do do carbono varia significamente entre os trabalhos
publicados, ficando entre 10% quando o rendimento fermentativo fica em torno de 90% (BIOCONTAL, 2011 ¢).

Apesar da notavel perda por desvio do carbono, o Brasil mantém uma produtividade considerada alta
devido aos fatores climaticos favoraveis e solos férteis, a programas de desenvolvimento de novas variedades de
cana-de-acucar e do aperfeicoamento do processo fermentativo com alto rendimento energético (LEITE et al,,
2009). Apesar da base do processo de producio de etanol utilizado no Brasil ter sido desenvolvido quase 90 anos
atras por Firmino Boinot, algumas etapas do processo foram otimizadas, possibilitando um aumento no rendimento
energético de 75-80% para 90% (AMORIM et al., 2011). A maior parte do etanol no Brasil é produzido por um
processo de fermentagdo em batelada alimentada com reciclo de fermento (em torno de 80% do total da produgio
nacional), sendo o restante ¢ produzido por fermentagdo continua multiestigio com também reciclo de fermento
(NOVACANA, 2018).

Outro fator importante para a obtencdo do alto rendimento provém da selecio de linhagens . cerevisiae
resistentes ao processo, combinando caracterfsticas como: alta tolerancia a pH baixo, conversio eficiente de
carboidratos em etanol e tolerancia a altas concentragcdes de etanol no meio (NEVOIGT, 2008). Algumas das
linhagens comerciais conhecidas, como leveduras panificadoras (Baker’s yeast) e algumas Saccharomyces: CAT-1,
PEDRA-2 ¢ SANTA-ADELIA sio amplamente utilizadas nas destilarias (BASSO et al., 2008). Estudos realizados
por Basso et al. (2008) avaliaram o desempenho de varias estirpes ao longo de 12 anos em 70 destilarias brasileiras.
Os resultados mostraram que a maioria das cepas avaliadas nido foram capazes de perpetuar permanentemente entre

as populacoes de leveduras. Por outro lado, algumas foram capazes de dominar a populacio da fermentacio a longo



16

prazo, entre elas as estirpes PEDRA-2 e CAT-1, as quais apresentaram as maiores capacidades de implantacdo, maior
competitividade em relacdo as estirpes de contaminantes, o que representa uma média de 45 a 54% da biomassa de
levedura durante a temporada de fermentacdo. Devido a essas caracteristicas notaveis para uma fermentacio
industrial, CAT-1 ¢ PEDRA-2 sio ainda as cepas de arranque mais utilizadas, representando por volta de 80% da
levedura seca comercializada para o etanol combustivel no Brasil. Apesar da maioria das cepas utilizadas para
producio de etanol serem nio-floculantes em cultura pura, em condi¢Ges de fermentacio em larga escala, essas cepas
podem apresentar caracteristicas floculantes devido 4 co-agregacdo de leveduras com bactérias contaminantes,
dificultanto a cinética da fermentagdo e prejudicando a centrifugagdo para recuperagao de células (AMORIM et al.,

2011; ABREU-CAVALHEIRO E MONTEIRO, 2014).

2.2. Processo de fermentacao para a produgdo de etanol a partir de cana-de-agticar

O processo de fermentacio no Brasil (simplificado na Figura 1) ocorre em reatores de grande capacidade
(0,5 a 3 milhdes de litros) onde o caldo de cana ou melago diluido, ou ainda a mistura de ambos, sio utilizados como
substrato, sendo depois acrescentado o fermento que é composto por leveduras em alta densidade celular (10-15%
v/v). Desta forma, o processo de fermentacio é curto, cerca de 6-12 horas a 32-35°C, sendo o vinho depois
centrifugado para recuperacdo das leveduras, as quais serdo utilizadas novamente em um novo ciclo de fermentagio.
As leveduras sdo reutilizadas durante toda safra da cana-de-agucar, sendo que no final de cada ciclo de fermentacio
(8 a 10h) elas sdo tratadas com 4cido sulfurico (pH 2.0-2.5) para diminuicio da contaminacido, principalmente
bacteriana (AMORIM et al, 2011). Outras alternativas também podem ser utilizadas para controlar a contaminacio,
como a pasteurizagdo do melaco e caldo da cana e o uso de antibidticos. A pasteurizagdo pode reduzir a
contaminacio a niveis mais baixos (cerca de 10* células/mL), entretanto, devido ao alto custo, torna-se invidvel para
o processo. Ja o uso de antibiéticos ¢ recorrente nas usinas na fase de pré-fermentagio, apesar do custo elevado e
dos possiveis impactos ambientais decorrentes do uso exacerbado (SILVA-FILHO et al., 2005), pois um dos
subprodutos e/ou residuos mais produzidos no processo ¢ a vinhaga (a cada 1L de etanol produz cerca de 15 L de
vinhaga), a qual contém macro e micronutrientes extraidos da cana, que sdo utilizados na pratica de fertirrigagio,
retornando ao solo NOLASCO JUNIOR, 2010). Um agravante desta pratica ¢ que como se produz uma quantidade
imensa de vinhagca, os critérios para deposi¢dao no solo sio econémicos e nio nutricionais, depositando no solo mais
nutrientes do que o que ele é capaz de reciclar, ja que o custo de transportar a vinhaca para toda a area de cana
colhida ¢ muito alto para a usina. Desta forma, muitas vezes sio aplicadas sobredosagens de vinhagas no solo em
areas mais proximas ao processo, juntamente com residuos de antibiéticos, proporcionando episédios de salinizacdo
e contaminagio dos lengdis freaticos INOLASCO JUNIOR, 2010).

Estudo visando melhoria do desempenho energético de uma Usina no Mato Grosso ranqueou os
principais insumos com custo impactante durante os quatro primeiros meses da safra de 2011. Oito insumos foram
selecionados, dentre eles: 4cido sulfurico (8 g/ m? de alcool produzido), dispersante (0,24 g /m? de 4lcool produzido)
e antibi6tico (10,6 g/ m? de édlcool produzido), todos utilizados para controle da contamina¢io bactetiana, os quais
totalizaram mais de 65% dos custos de todos insumos industriais, representando um gasto de quase 1 milhdo e meio
de reais MEDEIROS, ALMEIDA ¢ THOMAZINI, 2012).

Ja outro estudo em uma usina do interior de Goias que opera em batelada alimentada e utiliza acido
sulfurico e diéxido de cloro ao invés de antibiéticos para controle da contaminac¢do, calculou a influéncia da

contaminagdo bacteriana na eficiéncia fermentativa e o custo desses insumos para os vencimentos da usina durante
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as safras de 2014, 2015 e 2016. Notou-se que com o aumento do consumo dos insumos, principalmente diéxido de
cloro, a contaminacio nio atingiu o ponto ctitico de 1,0x107 bastonetes/mL, diminuindo a perda na fermentacio,
aumentando o rendimento fermentativo e, consequentemente a eficiéncia industrial tendeu a aumentar. A eficiéncia
industrial foi calculada por meio da porcentagem de Acucares Redutores Totais (ART) presentes na cana-de-agicar
moida que foi de fato convertida em etanol no final do processo, levando em consideragio eventuais perdas durante
a extragao, tratamento do caldo, fermentacio e destilacio. J4 o rendimento fermentativo foi calculado por balanco de
massa dorna a dorna a partir da determinac¢do da quantidade de ART presente no mosto que entrou na fermentagio
por medidores de vazio e amostrador continuo e a quantidade de etanol presente no vinho. Os resultados do estudo
mostrartam que a safra de 2015 e 2016 tiveram uma diminuicio da perda de fermentagio de 0,36 e 1,42%,
respectivamente, em relagdo ao ano de 2014, o que impactou um aumento no rendimento fermentativo de 0,34% em
2015 e de 1,40% em 2016. Financeiramente, esse ganho representou um aumento na produgio de etanol de 1.480 m?
em 2014 e 3.807 m3 em 2015, totalizando um adicional de R$ 2.652.160,00 milhoes e R$ 6.822.144,00 milhoes em
2014 ¢ 2015, respectivamente, quando houve um uso maior de insumos para controle da contaminag¢io bacteriana.
Em 2014, gastou-se com écido sulfurico e diéxido de cloro R§ 902.788,44 mil e em 2015, R§ 126.475,95 mil,
lucrando R$ 1.749.371,56 milhGes e R$ 6.695.668,05 milhoes, respectivamente, comprovando, assim, a rentabilidade
do controle da contaminacido na fermentacio (OLIVEIRA e SILVA, 2016).

Apesar da existéncia de medidas visando o controle da contaminacio bacteriana, a persisténcia desses
microrganismos ¢ notavel. Segundo Skinner-Nemec et al. (2007), as bactérias contaminantes conseguem formar
biofilmes em condi¢des laboratoriais e, possivelmente mantém essa capacidade em processos em larga escala. A
formacao de biofilmes dificulta a eficiéncia dos antibiéticos e limpeza das dornas. Linhagens de Lactobacillus tém se
mostrado menos suscetivel a acdo de antibiéticos quando ha formacio de biofilmes (STEWART et al., 2004).
Assim, temos que independente de qual tipo de estratégia adotada e dos processos — batelada-alimentada ou
continuo — varios aspectos podem afetar direta e indiretamente o rendimento do processo fermentativo. Dentre
esses aspectos, destacam-se: pH, temperatura, concentragdo do inéculo, concentracdo de produtos secundarios no
meio como o etanol (BASSO et al, 2008), floculagio (TIUKOVA, EBERHARD e PASSOTH, 2013) e
contaminagdo bacteriana (BASSO et al 2014). Basicamente, como cada usina possui peculiaridades nas etapas do
processo de fabricacdo do etanol, tem-se uma selecdo individualizada da biota microbiana. Assim, diferentes grupos
de leveduras e bactérias sio constantemente selecionadas de acordo com as condigdes do processo utilizado, gerando
uma microbiota especifica em cada fermentacio, por este motivo ¢ tao dificil prever e dimensionar as perdas de

produgio de etanol.
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Figura 1. Ilustracio simplificada das diferentes etapas dos processos que ocorrem nas usinas, mostrando desde a colheita da cana
até a produgio de bioetanol (dlcool anidro e hidratado) e agicar, assim como todos os subprodutos do processo
(MAGALHAES, 2007).

Nos principais tipos de processos mencionados, continuo e batelada alimentada com reciclo de células,
tem-se uma vazio constante de substrato, permitindo que sempre haja uma quantidade determinada de agticar para
ser fermentado. Com isso, até o final da fermentacdo, havera carbono disponivel para ser transformado em etanol
pelas leveduras, mas também havera carbono para ser desviado pelas bactérias e transformado em lactato e acetato.
Notamos entio que o ambiente fermentativo permite a sele¢io indiscriminada de microrganismos capazes de
fermentar hexoses em meio anaerdbico, e ndo apenas a selecio de leveduras selecionadas, prevalecendo um processo
de evolucio conjunta da microbiota. Além disso, o ambiente da dorna modifica-se ao longo do processo
fermentativo, variando de um ambiente com alto teor de substrato até um ambiente com alto teor de etanol, 4cido
lactico e acético. Isto faz com que a microbiota seja dindmica e interativa. Estudos da comunidade microbiolégica do
processo em diferentes usinas desenvolvido por Basso et al. (2008) mostrou que na maioria das vezes, leveduras
dominantes no inicio do processo desapareciam ao longo das safras, predominando ao final do processo, leveduras
selvagens, assim como as bactérias contaminantes.

Apesar de certa individualidade de cada processo de produciao de etanol e uso de diferentes matérias
primas, como milho e cana-de-acucar, todos trabalhos evidenciaram que os microrganismos contaminantes
prevalentes sempre sdo bactérias acido lacticas, particularmente do género Lactobacillus, representando mais de 40%

dos isolados (SKINNER; LEATHERS, 2004; BONATELLI et al., 2017).

2.3. Contaminagao bacteriana do processo de fermentacgao: bactérias acido lacticas

A contaminagio bactetiana comega a causar prejuizos quando atinge niveis supetiores a 1,0 X 107 células/
mL de meio fermentativo (AMORIN et al., 1981). Estudos feitos por Mendes e colaboradores (2007) em cana-de-
acucar identificaram a presenca de isolados dos géneros Pantoea, Pseudomonas e Microbacterinm por BOX PCR. E
posteriormente, Magnani e colaboradores (2010) mostraram que parte do levantamento da diversidade microbiana

em folhas e colmos de cana-de-acucar foram compostos por Enterobacteriaceae, Bacilli, Psendomonadaceae e Curtobacterium
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pela amplificag¢do do gene 16S. Além da cana in natura, o melaco utilizado como matéria-prima na fermentagdo pode
ser fonte de contaminagdo do processo. Pillai e colaboradores (2011) estudou a diversidade microbiana presente no
melaco e identificou bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Escherichia, Satphylococcus e Micrococeus. Outros estudos
anteriores isolaram bactérias contaminantes do processo fermentativo (BISCHOFF et al, 2008), tais como:
Pediococcus, Enterococcus, Acetobacter, Gluconobacter e Clostridium e 1.actobacillus.

A presenca de contaminantes pode interferir no processo fermentativo, seja pela disputa de nutrientes ou
pela liberagdo de compostos secundarios no meio (BASSO et al, 2014). Assim, os carbonos provenientes das
moléculas de glicose e frutose disponiveis no meio fermentativo, que potencialmente poderiam ser transformados
em moléculas de etanol pela levedutra Saccharomyces cerevisae, é capturado por bactérias contaminantes, sofrendo um
desvio na rota metabodlica. Este desvio, além de reduzir diretamente a producio de etanol, acatreta na producio de
outros metabdlitos como 4acido lactico e acético, os quais prejudicam a viabilidade e performance das leveduras
fermentativas, causando episédios de floculagio e prejudicando a produtividade etanélica indiretamente. Por isso, a
contaminac¢do bacteriana é considerada o maior entrave do processo de producio de etanol no Brasil (AMORIM e
OLIVEIRA, 1982; BAYROCK e INGLEDEW, 2004; BASSO et al., 2013).

A maioria dos contaminantes bacterianos presentes no processo fermentativo sao bactérias acido lcticas
(GALLO, 1990; LEUCENa et al., 2010), principalmente devido ao fato desses microrganismos terem alta tolerdncia
a pH acido (pH 2,0 — 3,0) e a alta concentragio de etanol (8 — 11% v/v) em comparagio aos outros microrganismos
(KANDLER 1983; SKINNER e LEATHERS 2004; LEUCENA et al., 2010).

Estudos anteriores evidenciaram que o principal género prevalecente nas dornas em processo industrial
sao Lactobacillus, (GALLO, 1990; LEUCENA et al., 2010), sendo Lactobacillus fermentum e Lactobacillus brevis reportados
como os contaminantes mais comuns no processo de producio de etanol (WATANABE, Nakamura e Shima, 2008).
Os Lactobacillus possuem uma capa proteica, constituida por floculinas, que por ter uma natureza gelatinosa permitem
a fixacdo mecanica das células de leveduras, levando a episédios de floculagio (GALLO e CANHOS, 1991).
Floculagio ¢ a formacio de agrupamentos compostos por bactérias e leveduras, ou ainda leveduras com leveduras, o
que leva a uma diminui¢io da velocidade cinética da fermentagdo, pois os agrupamentos ficam mais densos,
acarretando perda de células de leveduras no fundo das dornas e dificultando a centrifugacio para o reciclo de células
(AMORIM; OLIVEIRA, 1982; OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997). Segundo alguns estudos (YOKOYA e OLIVA-
NETO, 1991; TIUKOVA, EBERTHARD E PASSOTH, 2014), L.fermentum, L.plantarum e L.vini sio os principais
responsaveis pelos episédios de co-agregacio celular, devido 4 presenca de uma adesina especifica de manose (Manose
Specific Adbesin- Mas) que facilita a interacdo célula-a-célula com leveduras.

Os  Lactobacillus isolados no processo sio classificados em dois sub-grupos metabdlicos: homo e
heterofermentativos (COSTA et al., 2008), de acordo com a via utilizada para metabolizar os agucares (KANDLER,
1983) (Figura 2). As bactérias homofermentativas assimilam a glicose por meio do processo denominado glicélise,
onde 1 mol de hexose resulta em 2 moles de dcido lactico e 2 moles de ATP. Entretanto, outra via é ativada nas
bactérias heterofermentativas (KENDLER e WEISS, 1986), na qual 1 mol de hexose é convertido em quantidades
equimolates de acido lactico, etanol ou acetato e didxido de catbono, produzindo 1 mol de ATP/ mol de hexose
fermentada ( COGAN e JORDAN, 1994). Entretanto, quando o acetil fosfato é convertido em acetato ao invés de
etanol, ha acréscimo na producgao de ATP, porém ha necessidade de um receptor de elétrons alternativo.

Se notarmos na Figura 2, para a glicose ser transformada em xilose-5-fosfato, precisou-se que dois NADH
fossem oxidados a NAD* + H*. Quando ha producio de lactato e etanol por microrganismos homofermentativos,

os dois NADH sao reduzidos a NAD™, estabelecendo o balanco de elétrons. Entretanto, quando ha formagao de
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lactato e acetato ao invés de etanol por microrganismos heterofermentativos, sobra um NADH a ser reduzido. Sob
condigbes aerébicas, a molécula de oxigénio serveria como um receptor final de elétrons (CONDON, 1987),
processo denominado de respiragao celular. Porém, em condicGes anaerébicas, onde ha uma limitacio na quantidade
de oxigénio, a frutose pode ser reduzida em manitol pelas bactérias heterofermentativas (VON WEYMARN et al.,
2002). Isto explica o motivo pelo qual a frutose é considerada como um importante co-substrato para lactobacilos
heterofermentativos e o manitol é considerado um indicador muito sensivel da presenca de microrganismos
contaminantes no processo industrial (STEINMETZ et al, 1998; EGGLESTON et al, 2007). Outro fator
interessante, ¢ que estudos feito por Basso e colaboradores (2006) mostraram que o manitol é o segundo metabdlito

bacteriano mais abundante, perdendo apenas para o lactato, representando grande parte do desvio do agucar.
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Figura 2. Vias metabdlicas de fermentacio da glicose por bactérias acido lacticas homo (esquerda) e heterofermentativas
(direita), em que: P, fosfato; ADP, adenosina 5'-difosfato; ATP, adenosina 5'-trifosfato; NAD +, nicotinamida adenina
dinucleotidio (forma oxidada); NADH, nicotinamida adenina dinucleotidio (forma reduzida); (1), lactato desidrogenase; (2),
alcool desidrogenase. Figura adaptada de Wee et al., 2000.

Como a sacarose ¢ o agicar predominante do caldo extraido da cana, ambos os substratos, glicose e
frutose apresentam proporcao de 1: 1. Assim, o manitol pode prever perdas de sacarose devido a sintese de dextrano
bacteriano, resultando em problemas como viscosidade, evaporagio, cristalizagilo (EGGLESTON et al., 2004).
Outro indicador de contaminagdo confidvel do processo fermentativo é o 4acido latico (ALVES 1994,
NARENDRANATH et al., 1997), pois ¢ produzido por ambas bactérias, homo e heterofermentativas.

Mais recentemente, a predominancia do género Lactobacillus também foi evidenciado nos estudos feitos
por Lucena e colaboradores (2010) por meio da analise de amplificacdo do DNA ribossomal, sendo que o maior
namero espécies de BALs foi evidenciado nos primeiros 30 dias do inicio da fermentagdo e ap6s 60 dias houve uma
predominancia das espécies L. fermentum e L. vini, correspondendo aos isolados mais abundantes nesse estudo e mais
adaptados ao processo fermentativo. Notou-se também uma tendéncia na redugido do numero de espécies BALs no
final do processo, sugetindo a ocorréncia de resisténcia a antibitticos e/ou a ocottréncia de infecgbes endémicas.

Desta forma, os autores sugeriram que as condi¢oes severas do processo (antibiéticos, temperatura elevada, pH
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baixo, e alta concentracdo de etanol) eventualmente exercem uma grande pressdo seletiva sobre a microbiota da
fermentacgio, levando a uma posterior selecio de alguns tipos BALs resistentes, predominantemente de algumas
espécies de lactobacilos .

Além das BALs, bactérias produtoras de acido acético (Acetwbacter orientalis e Acetobacter pasteurianus)
bactérias produtoras de amilase (Bacillus subtilis, Bacillus circulans, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus sporothermodurans) e
bacterias patogénicas em plantas (Burkholderia ubonensis, Ralstonia solanacearnm e Pelomonas puragunae) também foram
encontradas (LUCENA et al., 2010). A presenca dos microrganismos contaminantes pode afetar de maneira distinta
a fermentacdo da S. cerevisiae, por exemplo, a presenca de L. fermentum pode ocasionar floculagdo das células de
leveduras (YOKOTA e OLIVIA NETO, 1991) em sinergia com a presenca de cilcio, o que leva a perda de
viabilidade das leveduras (LUDWIG, OLIVA-NETO e ANGELIS, 2001). Além disso, os autores notaram que o
rendimento, o consumo de agucar e produgio de etanol foram severamente afetados quando a concentracio de
acido latico foi supetior a 4,8 g/1.. Ja a presenca de Lactobacillus paracasei afetou a viabilidade das células de levedura
quando a concentra¢io de acido lictico no processo excedeu 8 g/L (NARENDRANATH, THOMAS e
INGLEDEW, 1994). A viabilidade da levedura S. cerevisiae também foi prejudicada pela inoculacio das bacterias L.
Sermentum e L. delbrueckii na fermentagdo em batelada em trigo (CHIN ¢ INGLEDEW, 1994), provando que a
presenca de contaminantes bacterianos podem interferir negativamente na populacio de leveduras comerciais na
fermentacio NOBRE, HORRI e ALCARDE, 2007).

Estudos realizados por Basso e colaboradores (2014) relataram os efeitos de BALs homo e
heterofermentativas sobre o desempenho fermentativo de leveduras comerciais, como a . cerevisiae - CAT1. Quando
simulado as condi¢ées industriais em dornas de fermentagéo, a linhagem heterofermentativa de L. fermentum foi mais
prejudicial quando comparado com a linhagem homofermentativa .. plantarum em relagiao a produgido de etanol e
competi¢dao com leveduras no reciclo celular.

Ainda ha alguns estudos que evidenciaram a correlagdo entre a presenca de BALs e o crescimento da
levedura Dekkera bruxellensis PASSOTH, BLOMQVIST e SCHNIRER, 2007; LUCENA et al., 2010) indicando uma
ecologia microbiana complexa no processo de produgio de bioetanol. Entre eles, o trabalho de Souza e
colaboradores (2012) avaliou os efeitos desses contaminantes sobre a viabilidade de S. cerevisiae e rendimento de
etanol e os autores notaram que na adicdo de L. vz a culturas puras de S. cerevisiae ndo houve alteragdo significativa
na fermentagio, entretanto quando L. zin/ foi adicionado a cultura de D. bruxellensis houve estimulo na atividade
fermentativa da levedura, proporcionando um aumento no rendimento de etanol.

Assim, devido a coexisténcia entre leveduras e bactérias em meio altamente seletivo, ¢ dificil compreender
se a relagdo entre estes microrganismos trata-se de parasitismo ou mutualismo. Estudos apontam que ambos os
microrganismos se beneficiam dessa interacio (GOMES, 2009), ou seja, interagio mutualistica, pois mesmo em
experimentos em laboratérios utilizando apenas leveduras, na auséncia ou quase nio presenga de contaminantes, nio
ha um aumento substancial no rendimento da producio de etanol. Além disso, quando ambos microrganismos estio
crescendo concomitantemente em meio seletivo e controlado, no qual o crescimento da levedura é restritivo por
condicoes limitantes de vitaminas, algumas substancias essenciais para o crescimento de espécies de Lactobacillus, que
estdo ausentes no meio, tais como: lisina, triptofano, alanina, guanina, 4cido nicotinico, acido aspartico sio
produzidos e liberados no meio pelas células das leveduras (CHALINOR; ROSE, 1954). Desta forma, a levedura
aparenta ser o microrganismo ativo, responsavel por fornecer nutrientes essenciais para a proliferacido de bactérias.

Entretanto, as rela¢Ges antagonicas entre essas duas classes de microrganismos ¢ determinada em grande

parte pela liberacao de diferentes acidos organicos. Enquanto a liberagio de acido lactico e acético pelas bactérias
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afetam negativamente a viabilidade das leveduras (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994; MAIORELLA et al., 1983;
GOMES, 2010), a produ¢io de acido succinico pelas leveduras reprime o crecimento bacteriano (BASSO et al,,
1997). Experimentos realizados com fermentacio em batelada de 6 ciclos com mosto provindo de milho na presenga
de S. cerevisae e L. fermentum (THOMAS et al.,, 2001), evidenciou que inicialmente, a presen¢a do contaminante
descresceu em 22% a producio de etanol, havendo um desvio dos carbonos para a producio de glicerol pela
levedura e de dcido lactico e acético pela bactéria, diminuindo a viabilidade celular da levedura em 55%.
Posteriormente, com o aumento da producdo de acido succinico pela levedura ocasionou uma diminui¢io da
producio do 4acido lactico e acético pela bactéria, diminuindo a populacdo de microrganismos contaminantes. Ou
seja, a levedura foi capaz de exercer atividade antibiose suficiente para controlar a proliferacio de bactérias
contaminantes. Narendranath e colaboradores (1997) testaram a influéncia de diferentes espécies de Lactobacillus (L.
paracasei, L.plantarum, L. rbamnnosus e L.fermentur) no desempenho fermentativo de S.cerevisiae, quando eram
inoculadas nas concentragdes 103, 106, 107, 108 ¢ 10° (UFC/ mL). Eles obsetvaram que espécies homofermentativas
produziram mais acido lactico

(1 a 15 % (p/v)) do que a espécie L.fermentum, heterofermentativa (0.5 % (p/v)). Entretanto quando as espécies
L.fermentum, 1. plantarnm e L.rhamnosus foram inoculadas na concentracio de 106 (UFC/ ml) houve uma diminuicio
de 2 % na concentragao final de etanol em relagio 4 situagdo controle, enquanto que para a espécie L.paracasei, na
concentragao de 10 ja foi o suficiente para ter essa mesma reducio. Acredita-se que esse efeito mais dramatico dos
isolados L.paracasei, seja devido a sua maior toleridncia a presenca de etanol, adaptacio mais rapida, com menor
petiodo de defasagem e a0 seu ripido crescimento. No entanto, quando a concentrag¢io celular foi de 10° de UFC/
mlL, independente da espécie, houve uma reducio de 3.8 a 7.6% na concentra¢io final de etanol. Entretando, de
acordo com Nobre (2005) a presenca isolada dos metabélitos de varias bactérias testadas ndo foram suficientes para
exercer papel negativo sobre a viabilidade de leveduras, mostrando que os fatores mais agravantes para a diminuigao
da populacio de leveduras eram concomitantemente: presenga de um pH 4acido e disputa por nutrientes devido a

presenca de bactérias contaminantes.

2.4. Identificagdo de bactérias acido lacticas contaminantes e leveduras do processo

de fermentagdo

O grupo denominado bactérias do 4cido lacticas foi descrito primeiramente por Beijerinck (1901). O
geénero foi dividido e caracterizado inicialmente de acordo com suas caracteristicas fenotipicas, temperatura de
crescimento ¢ a forma de fermentacdo por Otla-Jensen (1919), e posteriormente, 0 mesmo autor utilizou das
caracteristicas morfologicas, metabdlicas e fisiologicas como critérios para estabelecer a sua diferenciagio
taxonomica. BALs sdo caracterizadas como microrganismos gram-positivos, catalase negativos, citocromos ausentes,
ndo esporogénicos, aerotolerantes, exigentes quanto aos fatores nutricionais, estritamente fermentativos com
producio de acido lactico a partir da fermentacdo e hexoses, capazes de crescer em meio salino e tolerantes a meio
acido (YOKOYA et al., 1997, KANDLER, 1983; CARR et al., 2002). Além disso, estas bactérias sdo essencialmente
mesoéfilas (desenvolvem-se em temperaturas moderadas), raras excecoes em que elas sio termofilas, podendo
sobreviver em ambientes com ampla variacao de temperatura (5 a 45°C).

Estudos taxonomicos e de variabilidade genética em microrganismos usam frequentemente o gene

codificador do RNA ribossémico, por este apresentar multiplas copias, ser altamente conservado e também estar
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presente em todos os organismos (GUARRO et al., 1999). O sequenciamento desse gene permite a identifica¢ao de
microrganismos em nivel de género e em alguns casos ao nivel de espécie (CHENEBY et al., 2000). A diversidade
das bactérias cultivadas pode ser acessada por meio do sequenciamento do gene ribossomal 16S, a partir da
realizacio de PCR com primers universais bacterianos (TRINGE; HUGENHOLTZ, 2008; PACE, 1997). No
entanto, apenas a regiao 16S do tDNA nao permite a identificagdo precisa ao nivel de espécie das bactérias devido ao
alto grau de polimorfismo e de multiplas cépias desse gene, possuindo um baixo poder discriminatério entre espécies
(VASQUEZ et al, 2005). Uma alternativa para superar essa limitacio é o uso da técnica MLST baseada na
similaridade de conjunto de genes bem conservados — por exemplo, genes housekeeping- para a definicio e
classificacdo taxonomica das espécies (NASER, 2005). Dessa forma, a analise multigenica permite a distin¢do entre
espécies que sio altamente relacionadas, o que ndo seria possivel somente com base no sequenciamento do gene
ribossomal 168S.

Para o uso da técnica MLST ¢é necessatio que os genes candidatos selecionados possam representar
genomas inteiros, serem moderadamente conservados, essenciais para o metabolismo bacteriano e exclusivo dentro
do genoma (ZEIGLER, 2003). Assim, ¢ necessario escolher genes housekeeping apropriados, pois nio é possivel
utilizar 0 mesmo conjunto de genes em todos os organismos (OLIVEIRA, 2010).

Para a distingao de espécies de BALs, tais como do género Lactobacillus (NASER et al., 2007),
Carnobacterium (SNAUWAERT et al., 2013) e Enterococens (NASER et al., 2005) os genes pheS (subunidade alfa da
fenilalanina) e 7po4 (subunidade alfa da RNA polimerase) tém provado serem eficientes marcadores genémicos
(NASER et al,, 2007; De VUYST e VANCANNEYT 2006, De BRUYNE et al., 2010, 2008a, b, 2007). A anilise
concomitante desses dois genes proporcionou uma identificacdo rapida e confiavel de diferentes espécies de BALs,
apresentando um poder discriminatério superior ao da analise 16S tDNA (NASER et al., 2005). Outro gene também
tem se mostrado um marcador confidvel para a identificagio e qualquer espécie de lactobacilos, o gene groEL (hsp60
ou 60-kDa proteina de choque térmico) (BLAIOTTA et al., 2007). O gene gL codifica a proteina de choque
térmico 60-kDa que esta envolvida desde a sintese da cadeia polipeptidica até a formac¢ido de dominios complexos,
importante para manutencio da atividade celular. Estudos utilizando este gene (DELLAGLIO et al. 2011 e
BLAIOTTA et al. (2007) para identificacdo de bactérias lacticas, identificou cepas de Lactobacillus fenotipicamente e
genotipicamente relacionadas.

Ja para a identificagdo de levedura, a sequéncia do gene do RNA ribossémico nuclear ja tem sido utilizada
como alternativa ao marcador mitocondrial, especificamente ao fragmento do gene da citocromo oxidase I, hd mais
de 20 anos (BEGEROW et al., 2010). O gene do tRNA ¢é composto pelos genes 185, 5.8S e 28S transcritos em uma
unidade da RNA polimerase 1. Por se tratar de microrganismos eucariotos, ocotre processamento pos-
transcricionais, removendo dois espagadores internos, dividindo o gene. A regido ITS ¢é formada por esses dois
espacadores, incluindo o gene 5.8S e, foi descrita por Schoch e colaboradores (2012) como a regidao mais
discriminatéria para espécies do reino Fungi, juntamente com a subunidade ribossomal maior (LSU), 28S. Para
leveduras, as regides divergentes hipetvariiveis na subunidade tibossémica maior, denominadas D1/D2 era adotada
para caracterizar diferentes espécies, antes até do conceito de DNA barcoding ser amplamente divulgado (FELL et
al.,, 2000; KURTZMAN e ROBNETT, 1998; SCORZETTI, FONSECA e STATZELL-TALLMAN, 2002). Ambas
as regides D1/D2 e ITS contém regides com sequencias conservadas e vatidveis, que permitem o uso de primers
universais que amplificam sequéncias com variabilidade suficiente para distinguir diversas espécies de fungos. A
exemplificacio da estrutura do gene do RNA ribossémico, com todas suas subunidades e regides podem ser

visualizadas na Figura 3.
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Figura 3. adaptada de Arbefeville, Harris e Ferrieri (2017): Diagrama representativo do complexo génico ribossémico composta
pela regido codificadora do gene 18S rRNA, pela regido interna transcrita 1 (ITS1), uma regido codificadora do gene 5.8
rRNA, outra regido ITS denominada ITS2 e a seqiiéncia codificadora do gene 28S rRNA. Dentro da subunidade maior do
ribossomo, encontra-se a regido hipervatidvel denominada D1/D2.

2.5. Identificagdo do perfil proteico dos microrganismos contaminantes por lonizagao

por dessorgdo a laser assistida por matriz (MALDI).

A técnica de ionizagdo/dessorcio a laser assistida por mattiz, (em inglés: matrix-assisted laser
desorption/ionization - MALDI) foi descrita por Karas e colaboradores em 1985. Nesta técnica, a amostra contendo
a espécie de interesse na presenga de uma matriz (composto necessario para a ionizagdo da amostra) ¢ solubilizada
em solvente orginico e/ou dgua e uma pequena quantidade de cada solugio (normalmente 1ul) é depositada sobre
uma placa. Com a evaporagao do solvente, a matriz cristaliza e as moléculas da amostra se encontram inclusas nestes
cristais.

A matriz utilizada é geralmente composta por acidos organicos aromaticos, os quais absorvem no mesmo
comprimento de onda do laser que incide sobre essa mistura. Desta forma, a energia do laser ¢ absorvida pela
matriz, o que promove a sua dessor¢do. As moléculas do analito, que estavam inclusas na mattiz, sdo arrastadas para
a fase gasosa ¢ a formacido dos fons ocorre por meio da transferéncia de protons das moléculas da matriz para o
composto analisado que ¢ detectado na forma protonada [M+H]+. Os fons de proteinas sio eletrostaticamente
acelerados até o tubo de v6o a uma velocidade diretamente proporcional a sua massa. Desta forma, fons de
diferentes massas sio detectados em diferentes periodos de tempo. A velocidade ¢é calculada precisamente na faixa de
nanossegundos pela diferenca entre o tempo da aceleragio pulsada e a detec¢do do sinal, o qual é posteriormente
convertida em massa molecular precisa. Como o espectro de massa correspondente é especifico da espécie para
grande parte dos microrganismos, ¢ utilizado como uma ferramenta de “impressao digital molecular”, podendo ser
utilizada para identificacio de microrganismos desconhecidos pela comparagio dos espectros com banco de dados
espectrais de referéncia (MANUAL BIOTYPER)

MALDI-TOF ¢ uma técnica rapida e sensivel para a caracterizagdo de microrganismos (FENSELAU,
1997, FENSELAU e DEMIREV, 2001), tais como diferenciar bactérias gram-positivas de gram-negativas,
cianobactérias, fungos e protozoarios em diferentes niveis taxonémicos (DICKINSON et al., 2004; DIECKMANN
et al,, 2005; FASTNER et al,, 2001; ISHIDA et al., 2003; LI et al., 2000; VAN BAAR, 2000). Corroborando com
essa informagdo, trabalhos utilizando MALDI-TOF tém mostrado ser uma ferramenta eficaz para diferenciar
bactérias em nfvel de género, espécie e, em alguns casos, até de linhagem (SANDRIN, GOLDSTEIN e
SCHUMAKER, 2013; BENAGLI et al. 2012).
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A técnica analitica MALDI-TOF ioniza as moléculas biolégicas (tipicamente proteinas) a partir de
superficies celulares, membranas intracelulares e ribossomos de células inteiras ou a partir de extratos proteicos
(SANDRIN, GOLDSTEIN ¢ SCHUMAKER, 2013; SAUER e KLIEM, 2010; ZHANG et al., 2015). Os picos
resultantes formam padroes caracteristicos ou "impressoes digitais" dos microrganismos analisados (ZHANG et al.,
2015). Duas das estratégias mais utilizadas para a identificacdo sdo baseadas em bibliotecas ou em bioinformatica
(SANDRIN, GOLDSTEIN ¢ SCHUMAKER, 2013). Abordagens baseadas em bibliotecas envolvem a compara¢io
de espectros de massas desconhecidos com espectros de massas previamente coletados de microrganismos na base
de dados/bibliotecas de identificacio. Softwares comercialmente disponiveis, tais como BioNumetics, Biotyper e
pacotes de software SARAMIS, bem como ferramentas de software de acesso aberto, como o SpectraBank
(http:/ /www.spectrabank.org), estdo disponiveis para facilitar a comparagio e quantificacio de semelhanca entre os
espectros de massas desconhecidos com os de referéncia de bactérias, por exemplo. Abordagens baseadas em
bioinformatica geralmente contam com genomas sequenciados de microrganismos para identificagdo. Em contraste
com a abordagem baseada em bibliotecas que ndo envolvem a identificagdio da natureza bioldgica de picos
especificos, abordagens baseadas em bioinformatica envolvem identificagdo das proteinas.

A biblioteca amplamente utilizada ¢ a do MALDI-Biotyper, na qual microrganismos desconhecidos sao
identificados a partir da comparacio da sua impressio digital com a impressio de milhares de microrganismos
pertencentes ao banco. Essa comparacio ¢ realizada a partir de diferentes parametros. Primeiramente, o espectro do
microrganismo desconhecido ¢ transformado eletronicamente em uma lista de picos que, por meio de um algoritmo
bioestatistico, ¢ comparada com as listas de picos de microrganismos referéncia do banco. O valor de score
correspondente ¢ calculado a partir de trés valores independentes: 1) O numero de picos presentes no espectro de
referéncia que sdo intimidamente correlacionados com o espectro do microrganismo desconhecido ¢ calculado,
sendo que nenhuma correspondéncia retorna um valor =0 e uma completa correspondéncia retorna a um valor = 1;
2) O numero de picos no espectro do microrganismo desconhecido que tem um parceiro intimamente relacionado
no espectro de referéncia é calculado da mesma maneira que o item anterior (nenhuma correspondéncia = 0 e
completa correspondéncia = 1); 3) Por ultimo, a simetria dos pates de sinais correspondente é calculada. Desta
forma, se os sinais de alta intensidade do espectro do microrganismo desconhecido corresponderem aos sinais de alta
intensidade do espectro de referéncia do banco de dados e, o mesmo acontecer com os sinais de baixa intensidade,
resultara num valor de simetria alto, com o valor da matriz de correlagio préximo a 1. Se os pares correspondentes
ndo tiverem simetria alguma, resultard em um valor préximo a 0. Vale ressaltar que o software utiliza uma abordagem
superior de correspondéncia dos padroes, baseada na andlise estat{stica multivariada verdadeira e inclui tanto as
posicdes quanto intensidades e frequéncias dos picos, assegurando niveis altos de precisio e reprodutibilidade.
Assim, esses trés valores sdo multiplicados, o resultado ¢ normalizado para 1000 e feito o logaritimo da pontuagio.
Portanto, o valor maximo obtido é 3, correspondendo ao log(1000). Os resultados, entdo, sdo apresentados em
ordem descrescente, com a melhor correspondéncia no topo da lista e, quanto o maior valor do score, mais provavel
¢ a classificacdo ao nivel de espécie (MALDI-BIOTYPER CA SYSTEM, 2014).

A simplicidade na preparacio celular, sensibilidade e rapidez do método indicam que ele tem um grande
potencial para a utilizacdo de rotina na caracteriza¢do e identificacio de bactérias. MALDI-TOF MS ¢ considerada
uma técnica de ionizagdo branda gerando fons a partir de moléculas de proteinas, peptideos e oligonucleotideos sem
fragmentacdo da molécula (LAY, 2000). Além disso, é relativamente resistente a presenca de sais e detergentes,

tornando-o adequado para a andlise de amostras microbiolégicas. Entretanto, a qualidade do espectro produzido é



26

altamente dependente da escolha da matriz, composi¢io do solvente da matriz, processo de preparagdo da amostra e
do método de aplicagdo da amostra na superficie (EVASON et al., 2001; WILLIAMS et al., 2003).

Desta forma, a iniciativa de construir um banco de dados com assinaturas espectrais dos microrganismos
contaminantes de dornas de fermentacio de usinas de cana-de-agicar e de leveduras selecionadas, constitui-se um
passo importante para o acervo da biodiversidade das refinarias brasileiras e uma alternativa rapida, eficiente e

inovadora de identificacdo destes microrganismos.
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3. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Conseguir trazer técnicas inovadoras, de alta tecnologia para o setor agricola é extremamente desafiador,
pois, o uso de técnicas espectrométricas, tais como MALDI-TOF MS, LC-MS, HPLC-QTOF-MS, GC-MS, por
muito tempo, foi primordialmente direcionada e aperfeicoada em estudos clinicos, principalmente na busca de
moléculas que servissem como biomarcadores para diagnostico de doencas. A partir do sucesso em estudos clinicos
e aperfeicoamento da técnica devido ao constante desenvolvimento dos componentes constituintes do
espectrometro de massas, conferindo maior resolugio e sensibilidade, percebeu-se o potencial infindavel de estudar o
conjunto de proteinas expressas em diferentes condi¢des bioldgicas, em diversos tecidos e organismos. Desta forma,
a expansio da espectrometria de massas viabilizou indimeras possibilidades de novas areas de atuacio: estudos de
estresses bidticos e abidticos em plantas, qualidade da carne, diagnéstico de doengas em animais, fatores que alteram
a qualidade de bebidas fermentadas, intera¢do microbioldgica, e, agora, com este trabalho, caracterizacdo de
microrganismos presentes na industria alcooleira.

Contudo, por mais que os estudos agricolas se espelhem nas técnicas aprimoradas em outras areas, existe
um limite de compreensio e, consequentemente, necessidade de adequagio das técnicas aos mecanismos moleculares
e genéticos especificos dos organismos de estudo. Simplificando, é necessario que haja a maxima compreensio do
objeto de estudo para o melhor direcionamento de técnicas espectrométricas e, consequentemente, buscar a melhor
forma de responder a questio biolégica em evidéncia. Por isso, o uso de bancos de dados espectrais
preferencialmente de microrganismos clinicos, como o Biotyper, nio fornece toda informacdo necessaria para
estudos em outras 4reas, sendo necessario a identificagdo molecular para validagdo, e a constru¢io de um banco de
dados espectral complementar de microrganismos encontrados especificamente em ambientes fermentativos

brasileiros.
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4. OBJETIVOS

O presente trabalho é pioneiro na caracterizagio por espectrometria de massas de microrganismos

oriundos da fermentacio etandlica e objetivou:

1.

Identificar as espécies de isolados bacterianos contaminantes do processo de producio de etanol,
pertencentes ao género Lactobacillus, baseado no sequenciamento multigénico de regides conservadas do
genoma: 16S tDNA, pheS e groEL;

Identificar trés isolados de leveduras que sdo utilizadas como arranque no processo industrial por
sequenciamento de regides conservadas no genoma: I'TS e 28S nr.SU;

Utilizar a identificacdo dos microrganismos feita por técnicas moleculares como base para a identificacio do
petfil protéico caracteristico por meio de técnicas de espectrometria de massas (MALDI-TOF);

Validar o potencial da técnica MALDI-TOF para discriminagdo de diferentes espécies de isolados de
Lactobacillus;

Validar o potencial da técnica para discriminacio de diferentes cepas de S. cerevesiae selecionadas com alto
desempenho no processo;

Construir um banco de dados espectral complementar, dentro do MALDI-Biotyper dos microrganismos
fermentativos baseado na técnica de “fingerprinting”’.
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5. METODOLOGIA

A metodologia utilizada neste trabalho para identificacdo microbiana pode ser visualizada de maneira
resumida no desenho experimental da Figura 4. Posteriormente, todas as etapas foram descritas separada e

detalhamente.

2. Colec3o interna do Laboratéric de
Bioquimica e Tecnologia de Levedura: 11
isolados de  Llaoctobacillus e 3
Saccharomyces cerevisiae

1. Colecdo interna do laboratéric Max
Feffer: Bactérias iscladas de dornas de
fermentac8o de diferentes usinas

/

GENOMICA

BACTERIA I—I LEVEDURA I
Extracio DNA /\ /\

Crescimento em

meio seletivo
Genes 165 Gene 28S: ITS
phESe groEL rDNA regido
| Teste diferentes concentracdes celulares | divergente
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| Validag8o com microrganismos comerciais |

I // Teste com crescimento microbianoem

diferentes meios

Al e TeReE
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Obtengdo do espectro de
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Comparagdo com espectros de
referéncia de base de dados

Identificagdo da espécie [

Sty o

MALDI-BIOTYPER Alinhamento maltiplo

- . Arvores filogenéticas
30 repetigdes / isolado

Figura 4: Desenho experimental simplificado da metodologia utilizada no projeto desde o isolamento microbiano
até a identificacio pela amplificacio e sequenciamento de regides especificas do genoma bacteriano e de leveduras e
identificagdo pela obten¢do de um perfil espectral proteico caracteristico por MALDI-TOF MS.

5.1. Seleg¢ao dos microrganismos presentes no processo de produgao de etanol

Um conjunto de microrganismos utilizados neste trabalho foram oriundos de culturas permanentes
pettencentes ao Laboratétio Max Feffer de Genética de Plantas (processo Fapesp: 2011/23816-0), localizado na
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz(ESALQ- USP), Piracicaba, armazenadas no ultrafreezer (-80°C) em
meio de cultura deMan, Rogosa, e Sharpe (1960) — MRS com adicio de uma solugdo de glicerol na concentragio de
66,7%. Os microrganismos foram isolados por trabalhos anteriores, a partir de diferentes pontos do processo de
producio de etanol em diferentes usinas do Estado de Sdo Paulo: Ponto 1 — Populagido microbiana decorrente da
cana-de-agucar que entra na usina; Ponto 2 — Populagdo microbiana presente no caldo de cana que é enviado para a
fabricagdo de agucar e produgio de etanol; Ponto 3 — Populag¢ao microbiana resistente ao processo de clarificagao do

caldo e do tratamento térmico realizado no Trocador de Calor a Placas (TCP); Ponto 4 — Popula¢io microbiana
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proveniente da fabricacio de agucar residente no mel; Ponto 5 — Populagdo microbiana presente no mosto a ser
alimentado na primeira dorna de fermentagao; Ponto 6 — Populagdo microbiana presente na primeira dorna de
fermentacio; Ponto 7 — Populacio microbiana presente na ultima dorna de fermentacdo e; Ponto 8 — Populacio
microbiana resistente ao processo de tratamento de fermento. Como o alicerce do trabalho tratava-se de bactérias
acido lacticas contaminantes do processo fermentativo, optou-se apenas pelas coletas realizadas especificamente nas
dornas (Ponto 6, 7 e 8). A partir disso, 80 microrganismos isolados de diferentes dornas foram crescidos em meio
seletivo MRS e visualizados em microscopia optica (Olympus — BX40F4, Japiao) no aumento de 40x para
classificacio morfologica.

O segundo conjunto, composto por 11 isolados de bactérias contaminantes e 3 isolados de levedura, sdo
de microrganismos que pertencem a cole¢ido microbioldgica selecionadas a partir do processo de producio de etanol
do Laboratério de Bioquimica e Tecnologia de Leveduras, localizado também na ESALQ), Piracicaba. Estes
microrganismos foram previamento classificados bioquimicamente de acordo com os metabélitos finais produzidos
durante o processo de fermentacido em pequena escala.Nenhum dos microrganismos pertencentes as duas colegoes
citadas haviam sido identificados molecularmente ou por espectrometria de massas.

Para validar previamente se a identificacdo realizada por meio do perfil espectral proteico caracteristico
por MALDI-TOF MS possuitia a mesma identificagdo remetida pelo sequenciamento de genes especificos, foram
utilizadas bactérias e leveduras pertencentes a Cole¢do de Culturas de Microbiologia Agricola - CCMA, situada no
Laboratério de Fisiologia e Genética de Microrganismos na Universidade Federal de Lavras, que foram previamente

identificadas molecularmente pelo sequenciamento parcial de genes do DNA.

5.2. Identificacdo de bactérias acido lacticas

5.2.1. Extracdo do DNA gen6mico total bacteriano

Os isolados bacterianos foram cultivados em meio MRS por 24h a 32 °C, sob agitacdo (150 rpm). O
protocolo de extragio utilizado foi descrito por Stirling (2003) em que a cultura com crescimento saturado em tubos
de 1,5 mL foi centrifugada a 10.000 rpm durante 2 minutos, até compactar o pelet. Apds o sobrenadante ser
descartado, o pelet foi ressuspendido em 567uL de solugio TE (Ttis-HCL (1M, pH: 8,0) / 20 mL de EDTA (0,5 M,
pH: 8,0) por meio de repetidas pipetagens. Em seguida, adicionou-se 30 uL. de SDS (Dodecil sulfato de sédio)a 10%
(concentracio final de 0,5%) e 3 pL de proteinase K 20 mg/mL (concentracdo final de 100 pg/mL) e as amostras
foram incubadas 37 °C por lhora. Conseguinte, adicionou-se 100 pL. de NaCl 5M e 80 pl. de CTAB (Brometo
cationico de hexadecil trimetil amoénio) a 10% , incubando-as novamente a 65 ° C por 10 minutos. Ap6s, adicionou-
se 750 pL de fenol equilibrado, misturados em vortex por 40 segundos e centrifugados a 10.000 rpm durante 5
minutos. A fase superior foi removida para outro microtubo de 1,5 mL sem mexer com a interface e foi adicionado
igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, respectivamente). Vagarosamente foram misturados e
centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos. Novamente, transferiu-se o sobrenadante para outro microtubo de
1.5 ml e foram adicionados 2 volumes de etanol 100% de alta qualidade. Os tubos foram acondicionados a - 20°C
por 2 horas para precipitacio do DNA e, posteriormente, centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado, o pelet contendo o DNA precipitado foi lavado com 600 pL de etanol a
70% e centrifugado novamente a 12.000 rpm por 5 minutos. Entdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e

lavado com 300 pL de etanol 100% e centrifugado novamente a 12.000 rpm por mais 5 minutos em temperatura
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ambiente. Finalmente, o pelet foi seco e tedissolvido em 50 pL de 1/10 de solugio TE + 1 uL de RNase (1pg/mlL)

e armazenado a — 20°C,

5.2.2. Amplificacdo da regidao 16S do rDNA

A amplificacdo da regidgo V4 do gene 16S rDNA (correspondendo as posicbes 8-1541 no sistema numeral
da Escherichia coli) foi realizada diretamente do DNA bacteriano extraido. Foram utilizados dois primers conservados:
o  reverse  R1387 (5°-CGGTTACCTTGTTACGACTT  -3%) e o foward  PO27F (5*-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG -3%) os quais flanqueiam as extremidades do gene de aproximadamente 1500 pb.

A amplificagao foi de acordo com as seguintes condi¢es de reacio: 25 ng de DNA em 50 uL de reagdo
contendo 3,75 mM de MgCl2, 0,2mM de cada ANTP, 0,2 M de cada primer, 2,5U de Taq DNA polimerase, tampao
10X. O gene 16S rDNA foi amplificado por PCR com desnaturagio inicial de 10 minutos a 94 °C, seguido de 35
ciclos de 1 minuto a 94 °C; 1 minuto a 62,5 °C; 1 minuto a 72 °C, e uma extensao final de 10 minutos a 72 °C em
termociclador. O produto da reagio foi analisado em gel de agarose (1,0 % p/v) juntamente com o matcador de
massa molecular 1 Kb (Fermentas), chamado de /adder. Este marcador permite uma estimativa visual do tamanho de
fragmentos de DNA da amostra de interesse em comparagio aos fragmentos de DNA de tamanhos e concentra¢oes
conhecidas presentes no ladder. O ladder de 1kb é composto de 14 fragmentos de produtos de PCR e plasmideos
digeridos com enzimas de restri¢do, sendo a banda de 1000 pb a mais evidente. Assim, 1 pL. das amostras foram

visualizadas em gel de agarose juntamente com o marcador molecular que abrange fragmentos de 500 pb a 10 kb.

5.2.3. Purificagdao do produto de PCR do gene 16S do rDNA

A partir da constatacdo de um fragmento tnico amplificado, os fragmentos dos genes 16S rDNA de 1500
pb foram purificados por meio da solu¢io PEG 8000 (10g PEG 8000; 7,3 g NaCl; 45 mL 4gua deionizada). Para
tanto, 50 pl. de solu¢io PEG foram misturados com 50 pL. do produto de PCR e incubados a 37°C por 15 min.
Posteriormente, centrifugou-se a 10.000 g durante 15 min. O sobrenadante foi retirado com pipeta e fez-se uma
lavagem primaria com 125 pl. de etanol 80% gelado de alta qualidade, incubando-se durante um minuto a
temperatura ambiente e entdo centrifugando por 5 min a 10.000 g. Retirou-se novamente o sobrenadante e repetiu-se
a lavagem com etanol 80% sob as mesmas condi¢bes de incubacido. Depois de centrifugadas, as amostras foram
secas por 15 min a 37 °C no speedvac. Finalmente, as amostras foram tesuspendidas em 20 pl. de 4gua ultrapura
estéril e armazenadas a 4 °C por 12 horas (overnight). Posteriormente, verificou-se a qualidade da purificagio por
meio de outro gel de agarose (2,0 % p/v) juntamente com o marcadotr de massa molecular 1Kb (Fermentas) para
verificagdo do tamanho de 1500pb da amostra de interesse. Ja para verificacdo da intensidade das bandas presentes
no gél, utilizou-se outro marcador, Lambda DNA /HindIII, obtido a pattit de DNA de fago digetido com a enzima
de restricao HindIII. Foram aplicadas no gel 1ul, 2ul. e 4ul. do marcador Lambda, representando, 25 ng, 50 ng e
100 ng, respectivamente, os quais foram utilizados para estimar a quantidade de ng de DNA presente em cada banda
das amostras de interesse.

Para maior confiabilidade da quantificagdo do fragmento amplificado, fizeram-se analises por meio da
densidade 6ptica (DO) em espectrofotometro. Como o DNA absorve luz no comprimento de onda de 260 nm,

utiliza-se a relagdo de 1 DO 260nm = 50 mg de DNA de dupla fita. Assim, para o calculo da concentragio de DNA
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presente na amostra, bastou utilizar a relacio de DO e quantidade de DNA dupla fita vezes o fator de dilui¢do usado
na leitura do equipamento. Os resultados obtidos pelo espectrometro foram comparados com os resultados obtidos
pelos marcadores de massa molecular no gel de agarose, e 35 ng de cada amostra de DNA foram utilizados para cada

reacdo de sequenciamento.

5.2.4. Reacdo de sequenciamento das amostras e identificagdo dos microrganismos

pelo gene 16S rDNA

Para a reagio de sequenciamento dos genes 16S tDNA foi realizada uma reacio com BigDye®
Terminator v3.1 5 x tampao de sequenciamento, BigDye® Terminator v3.1 Cycle mix de reagdo de sequenciamento
pronto. Foram utilizados cinco ptimers (5 uM/pL) para amplificar o gene 16S tDNA inteito: A) os ptimers
conservados utilizados na reacio de PCR, reverse R1387 (5-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3) e foward PO27F
(B-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG -3’); B) Trés intermediarios (THOMPSON et al., 2001): 16F536 (5’
CAGCAGCCGCGGTAATAC 3, posi¢io 519 a 536 pb), 16F926 (5> AACTCAAAGGAATTGACGG 3, posi¢io
908 a 926 pb) e 16F1241 (5 GCTACACACGTGCTACAATG 3, posicido 1222 a 1241 pb), sendo que cada primer
foi utilizado em uma rea¢io independente. Desta forma, o produto foi composto por diferentes fragmentos, que
quando sobrepostos, formaram um contig dnico, que correspondera ao gene 16S completo (aproximadamente
1500pb). As amostras foram enviadas ao Laboratério Multiusuarios Centralizado — Genémica Funcional Aplicada a
Agropecudria e Agroenergia  —  ESALQ/USP para  a  realizacdo do sequenciamento
(http://genfis40.esalq.usp.br/multi/).

Para a identificacio dos microrganismos contaminantes foi mnecessario utilizar programas de
bioinformatica e estabelecer filogenia do gene 16S do rDNA. Assim, a partir da leitura dos cromatogramas
resultantes do sequenciamento foram obtidas as sequéncias de nucleotideos correspondentes com um valor de
qualidade a cada pico cromatografico pelo programa Phred (EWING e GREEN, 1998). Para melhorar a qualidade
do alinhamento das sequéncias, fez-se a trimagem das sequéncias pelo programa  trimseq
(http://emboss.soutceforge.net/apps/release/6.6/emboss/apps/trimseq.html), retirando os alinhamentos com
baixa qualidade, geralmente referindo-se as pontas.

Apbs a obten¢do de alinhamentos com qualidade, foi feito a montagem das sequéncias de DNA pelo
programa CAP3 (HUANG & MADAN, 1999), resultantes das reagcdes de sequenciamento a partir dos trés
fragmentos diferentes obtidos a partir dos 3 primers, que quando sobrepostos formam contigs unicos. Para a
comparacio de similaridade de sequéncias, sera feito o download de sequéncias do gene 16S de tDNA de diferentes

espécies de bactérias do banco de dados da plataforma EzTaxon (CHUN et al., 2007).

5.2.5. Amplificagdao dos genes housekeepings: pheS e groEL

Os primers utilizados para a amplificacdo e sequenciamento do gene pheS foram retirados do trabalho de
Naser e colaboradores, (2005%) e os primers para o gene groEL foram baseados no trabalho de Podlesny e
colaboradores (2011), pois mostraram-se eficientes para discriminar principalmente espécies dentro do género
Lactobacillus. Com o objetivo de identificar os isolados ao nivel de espécie, 2 fragmentos de genes foram amplificados.

Para a reacdo de PCR foram utilizadas 2,5 uL. de tampao 10X (Sigma); 3,75 uL. de MgCL2 (10 mM); 1 pl. de DNTP
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(2,5 mM); 0,3 pL de Taq Polimerase (lun/ reagdo); 1 pL de cada oligonucleotideo iniciador (10 mM), 1 pL de DNA
alvo e 15,45 uL. de 4gua ultrapura estéril, totalizando o volume final da rea¢do de 25 plL..

O modelo utilizado para a amplificacio em termociclador do genes phES (primers 21F/23R) foi baseado
em Naser e colaboradores (2005 ?) com adaptagoes: desnaturacio inicial do DNA a 95°C por 10 minutos; 8 ciclos (1
minuto a 95°C, 2minutos e 15 segundos a 57°C, 1 minuto e 15 segundos a 72°C); 18 ciclos (45 segundos a 95°C,
Iminuto e 15segundos a 56°C, Iminuto e 15 segundos a 72°C; 13 ciclos (45 segundos a 95°C, Iminuto e 15 segundos
a 55°C e 1 minuto 15 segundos a 72°C); extensio final de 7 minutos a 72°C. Optou-se por utilizar diferentes
temperaturas de anelamento para favorecer a maior amplitude dos primers degenerados e, assim amplificar genes de
diferentes espécies de lactobacilos. Ja a amplificacdo dos genes groEL (primers groEL1F/1R) seguiu as seguintes
condicoes de reacido: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 38 ciclos de 94°C por 30 segundos,
anelamento de 1 minuto a 47°C, extensdo de 2 minutos a 72°C e extensio final de 10 minutos a 72°C. Os primers
utilizados para a amplificagdo dos genes estdo descritos na Tabela 1 com suas respectivas temperaturas de
analamento. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e 0,5X Tris EDTA
solugdo tampao (89 mM Tris 10x, 89 mM de acido bérico e 25 mM de EDTA, pH 8.0) (TBE). Adicionou-se
brometo de etidio (0.5 pg/ml) no gel e a visualiza¢éo foi por luz U.V. Os tamanhos do fragmento esperado dos dois

genes housekeeping ¢ de aproximadamente 500 pb (NASER et al., 2005%; PODLESNY et al.,2011).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo dos trés genes housekeeping selecionados, com suas respectivas
temperaturas de anelamento, posi¢des e referéncia na literatura.

Primer Sequéncia (5’2 3’) Gene | Temperatura Posigdo Referéncia
de
Anelamento
pheS-21-F | CAYCCNGCHCGYGAYATGC | pheS 57°C 557 Naser et al., 2005
pheS- 22-R | CCWARVCCRAARGCAAARCC | pheS 56°C 1031 Naser et al., 2005
groEL- 1-F | GAAGGNATGAAGAAYGTBAC | groEL 47°C 1 Podlesny et al., 2011
groEL- 1-R AATGTHCCACGVATCTTG groEL 47°C 542 Podlesny et al., 2011

5.2.6. Purificacdao do produto de PCR do gene housekeeping pheS e groEL

Como foi verificada a presenca de bandas inespecificas, toda a reacio de PCR foi aplicadada em gel de
agarose com TAE e os fragmentos com aproximadamente 500 pb foram recortados do gel e purificados pelo Kit
GFX™ PCR DNA and Gel band purification (GE Healthcare, Alemanha) de acordo com as especificagdes do
fabricante. Posteriormente, 1 pl. de cada amostra purificada foi aplicada em gel de agarose 2% TBE e comparadas
com a concentragio de 30 ng/ uL. do marcador molecular Lambda. As amostras purificadas por kit que obtiveram
uma concentracio igual ou maior de 20 ng/ L, foram separadas para o sequenciamento, ja aquelas que obtiveram
uma concentragio infetior a 20 ng/ pl, fez-se novamente a reagio de PCR e putificagio por PEG- 8000 para que

tivessem concentra¢do suficiente para um sequenciamento de qualidade.

5.2.7. Reagdo de sequenciamento das amostras e identificagio dos

microrganismos pelos genes housekeeping pheS e groEL
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Para as rea¢oes de sequenciamento dos genes bousekeeping pheS e groEL foram realizadas uma rea¢do com
BigDye® Terminator v3.1 5 x tampio de sequenciamento, BigDye® Terminator v3.1 Cycle mix de reacio de
sequenciamento pronto. Foram utilizados os mesmos pares de primers (foward e reverse) utilizados na reagio de
PCR descrita anteriormente (Tabela 1) na concentracio de 5 uM/pl. As amostras foram enviadas ao Laboratdrio
Multiusuatios Centralizado — Genomica Funcional Aplicada a Agropecuitia e Agroenergia — ESALQ/USP para a
realizacdo do sequenciamento (http://genfis40.esalq.usp.br/multi/).

A partir dos cromatogramas resultantes do sequenciamento, foi utilizado o Ribosomal Database Project
(RDP) pipeline tool para realizagdo da trimagem de qualidade das bases de cada sequéncia considerando o score de
qualidade Q20 do PHRED (EWING e¢ GREEN, 1998). Para a identifica¢io dos isolados, as sequéncias de
nucleotideos serdo comparadas quanto a sua similaridade com sequéncias de nucleotideos presentes no banco de
dados do Centro Nacional de Informacio Biotecnolégica dos Estados Unidos (NCBI, 2017). Foram consideradas
sequéncias com similaridade superior ou igual a 97% para a classifica¢io das espécies. O programa CLUSTAL X sera
usado para fazer o alinhamento multiplo das sequéncias, o qual sera importado dentro do software BioNumerics
(versdo 4.5) para o cilculo da matriz de similaridade (NASER et al., 2005) e construcio da arvore filogenética a partir

do método de agrupamento vizinhos (Neighbor-joining methods) (SAITOU & NEI, 1987).

5.2.8. Andlises Filogenéticas de Lactobacillus sp

Para confirmar as identificagdes e visualizar as relagdes evolutivas entre os isolados de Lactobacillus sp,
sequéncias dos genes 768 rRINA, pheS ¢ groEL juntamente com sequéncias do banco de dados de nucleotideos
(namero de acesso nas arvores filogenéticas) foram utilizadas para as analises filogenéticas utilizando o software
MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2011), com o método Neighbor-Joing (SAITOU e NEI, 1987) ¢ o modelo de p-
distancia. A divergéncia evolutiva também foi calculada pelo MEGA 6.0. O método maximum-likelihood

(GUINDON e GASCUEL, 2003) foi utilizado para confirmar a topologia da arvore.

5.3. Identificacdao de leveduras selecionadas do processo fermentativo

5.3.1. Extracao do DNA genOmico total de eucariotos

Os isolados foram cultivados em meio Yeast extract — Peptone — Dextrose (YEPD) extrato de levedura a
1%, peptona a 2% e glicose a 2% e agar a 2%) em placas de petri por 24 horas a 30 °C. O protocolo de extra¢do
utilizado foi descrito por Doyle e colaboradores (2003) com modificagbes. Assim, a cultura microbiana crescida em
placa foi transferida para microtubos de 1,5 mL contendo 700 pl. de solugio de extragio (NaCl 5M, TrisHCI 1M
com pH 8, EDTA 0,5 M a pH 8, PVP-40 1%, CTAB 10%) e centrifugada a 14.000 rpm durante 7 minutos, até
compactar o pelet. Apds o sobrenadante ser descartado, o pelet foi liofilizado por 4 horas para secagem e triturado
no moinho de bolas por 30 segundos a 30 hertz para que as células fossem rompidas. Para a extragdo do DNA,
adicionou-se novamente 700 pl. da soluc¢io de extracdo com adigdo de beta-mercaptoetanol (1%) ao material
macerado, vortexou por 1 minuto e incubou por 20 minutos a 60°C. Apds deixar as amostras em temperatura
ambiente por 5 minutos, adicionou-se 600 pl. da solugdo de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e as amostras
foram homogeneizadas vagarosamente por inversdo, seguido de centrifugacio a 14.000 rpm a temperatura ambiente

por 7 minutos. Evitando perturbar a interfase, a fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo
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contendo 200 pL da solucio de extragdo sem beta-mercaptoetanol, homogeneizado e adicionado 600 pl. da solucdo
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Para separacdo das fases, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, por
7 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente coletado e adicionou-se o mesmo volume
coletado de isopropanol para precipitar o DNA. Vagarosamente as amostras foram homogeneizadas por inversio
durante 1 minuto e centrifugadas a 14.000 tpm por 15 minutos a 4°C. Cuidadosamente, o sobrenadante foi
descartado restando apenas o DNA precipitado na parte inferior do tubo. Para a lavagem do precipitado, adicionou-
se 600 pL de etanol de alta qualidade na concentragio de 70%, incubou-se por 10 minutos a -20°C, seguido de
centrifugagdo por 15 minutos a 14.000tpm a 4°C. Conseguinte, o pellet foi seco por 15 minutos a temperatura
ambiente para evaporacio total do etanol e ressuspendido em 45 pL de solugdo tampdo TE (TRIS-HCI 1M e EDTA
0.5 M com pH 8) com 10u/mlL de RNAse. Apéds, as amostras foram incubadas na estufa a 37°C por 40 minutos e
armazenadas por 12 horas, “overnight”, a 4°C para completa dissolugdo. Para verificar a qualidade do DNA, foi

realizada a eletroforese com gel de agarose 1% com 5 pl. da amostra.

5.3.2. Amplificacdo da regido parcial do gene ITS e 28S-nr LSU

Para a amplificacio da regido discriminatéria nuclear ITS (internal transcribed spacer region) foram
utilizados o0s primers 1781 (G“-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3”) e ITS2 (5%
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3”) descritos por Gardes e Bruns (1993) e¢ Smith e Peay (2014). Para a
amplificacdo do gene parcial 28S- nrlL.SU (nuclear ribosomal large subunit rDN.A) foram utilizados os primers Ul (57-
GTGAAATTGTTGAAAGGGAA- 37) e U2 (57 — GACTCCTTGGTCCGTGTT- 3”) descritos por Shandu et al.
(1995) e Xu, Wang e Blomquist (2002). Ja para a amplificagdo parcial do gene 28S- nrL.SU correspondendo aos
dominios divergentes D1/D2 ao final da subunidade tibossomal maior (nucleotideos 63-642 em Saccharomyces
cerevisiae) foram utilizados os pates de primers NL-1 (5”-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG- 3”) ¢ NL-4
(5”- GGTCCGTGTTTCAAGACGG- 3”) descritos por O’Donnell (1993). A amplificagio dos trés genes foi de
acordo com as seguintes condi¢oes de reagdo: 25 ng de DNA em 50 pL de reagdo contendo 3,75 mM de MgCl2,
0,2mM de cada ANTP, 0,2 M de cada primer, 2,5 U de Taq DNA polimerase, tampdo 10X. O genes foram
amplificados por PCR com desnaturagio inicial de 10 minutos a 94 °C, seguido de 36 ciclos com desnatura¢io de 30
segundos a 94 °C; 1 minuto na temperatura de anelamento especifica de cada primer (Tabela 2); extensio de 2
minutos a 72 °C, e uma extensao final de 7 minutos a 72 °C em termociclador.

Os produtos da reacdo foram analisados em gel de agarose (1,5 % p/v) com 1X tampio TE (0.04M Tris-
acetate, 0.00l M EDTA [pH 8.0]), visualizados com brometo de etidio 8 x 105 pg/uL, juntamente com o marcador

de massa molecular 1 Kb (Fermentas).



38

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo dos trés genes selecionados para identificacdo de leveduras, com
suas respectivas temperaturas de anelamento.

Primer Sequéncia (5’2 3’) Gene | Temperaturade | Tamanho do
Anelamento fragmento
(pb)
ITS1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS 52°C 600
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
u1 GTGAAATTGTTGAAAGGGAA 28S 52°C 400
U2 GACTCCTTGGTCCGTGTT
NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 28S 50°C 700
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

5.3.3. Purificagdo do produto de PCR dos genes ITS e 28S-nr LSU

As regides ITS e 285-nr LSU amplificadas por PCR foram purificadas utilizando a solugdo PEG 8000
(10g PEG 8000; 7,3 g NaCl; 45 mL agua deionizada). Para isso, 50 pL. de solu¢io PEG foram adicionados a 50 pL
do produto de PCR, incubou-se por 15 min a 37°C e centrifugou-se a 10.000 g durante 15 min. O sobrenadante foi
retirado com pipeta e adicionou-se 125 pl. de etanol 80% incubando durante 1 minuto a temperatura ambiente
seguido por centrifugacio a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente retirado e repetiu-se a lavagem e
a incuba¢io nas mesmas condi¢Ges antetiores. Postetiormente, as amostras foram secas por 15 min a 37 °C e
vetificou-se a qualidade da putificagio por meio de outro gel de agarose (1,5% p/v) juntamente com o marcador de
massa molecular 1Kb (Fermentas) e um matcador Lambda DNA/HindIII em diferentes concentra¢des para estimar
a intensidade das bandas aparentes no gel de agarose. Além da utilizacdo dos marcadores moleculares, optou-se por
fazer andlises de densidade dptica (DO) em espectrofotémetro (Nanodrop, Thermo Scientific™) para obter uma
maior confiabilidade da qualidade e quantidade de DNA a serem sequenciadas. Assim, as amostras que obtiveram

quantidade de no minimo 35ng por ambos os métodos, foram sequenciadas.

5.3.4. Reacao de sequenciamento das amostras e identificacdo dos microrganismos

pela regiao dos genes ITS e 28S-nr LSU

Para as reagbes de sequenciamento da regiao ITS e 28S-nr LSU foram realizadas uma reagdo com
BigDye® Terminator v3.1 5 x tampio de sequenciamento, BigDye® Terminator v3.1 Cycle mix de reacio de
sequenciamento pronto. Foram utilizados os mesmos pates de primers (foward e reverse) utilizados na reacdo de
PCR descrita anteriormente na concentracio de 5 uM/pl.. As amostras foram enviadas ao Laboratério Multiusudtios
Centralizado — Gendmica Funcional Aplicada 2 Agropecuaria e Agroenergia — ESALQ/USP para a realizagio do
sequenciamento (http://genfis40.esalq.usp.br/multi/).

A partir dos cromatogramas resultantes do sequenciamento, foi utilizado o Ribosomal Database Project
(RDP) pipeline tool para realizagdo da trimagem de qualidade das bases de cada sequéncia considerando o score de
qualidade Q20 do PHRED (EWING e GREEN,1998). Para a identificacio dos isolados, as sequéncias de

nucleotideos foram comparadas quanto a sua similaridade com sequéncias de nucleotideos presentes no banco de
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dados do Centro Nacional de Informacio Biotecnolégica dos Estados Unidos (NCBI, 2017). Foram consideradas
sequéncias com similaridade superior ou igual a 97% para a classificacdo das espécies. O programa CLUSTAL X foi
usado para fazer o alinhamento multiplo das sequéncias importadas dentro do software BioNumerics (versio 4.5)
para o calculo da matriz de similaridade (NASER et al., 2005) e construcdo da arvore filogenética a partir do método

de agrupamento vizinhos (Neighbor-joining methods) (SAITOU & NEI, 1987).
5.3.5. Analises Filogenéticas de Saccharomyces sp.

Para confirmar as identificacbes e visualizar as relacGes evolutivas entre os isolados de Saccharomyces,
sequéncias parciais dos genes I'TS e 28S-nr LSU juntamente com sequéncias do banco de dados de nucleotideos
(nimero de acesso nas arvores filogenéticas) foram utilizadas para as analises filogenéticas utilizando o software
MEGA 6.0 (TAMURA et al,, 2011), com o método Neighbor-Joing (SAITOU e NEI, 1987) ¢ o modelo de p-
distancia. A divergéncia evolutiva também foi calculada pelo MEGA 6.0. O método maximum-likelihood

(GUINDON e GASCUEL, 2003) foi utilizado para confirmar a topologia da arvore.

5.4. Preparo de amostras para identificacdo dos espectros referentes aos diferentes
microrganismos utilizando o instrumento analitico MALDI-TOF MS Bruker

Microflex

5.4.1. Preparo das amostras bacterianas para aquisicdo por MALDI-TOF MS

Para a otimizagio da metodologia para a aquisi¢io dos dados do perfil espectral proteico dos isolados
bacterianos a partir das dornas das usinas foram testados alguns pontos criticos do processo de aquisi¢io, tais como:
extracdo protéica, modos de aplicacdo da amostra e escolha das matrizes.

Primeiro, em relacio a extragdo de proteinas de bactérias acido-lacticas, foram testados quatro protocolos
diferentes baseados na literatura (SENG et al., 2009; BOHME et al.,2010; ALATOOM et al., 2011; POSTERARO et
al.,, 2012. Os protocolos testados estdo numerados e descritos abaixo:

Teste 1 — método baseado em Béhme e colaboradores (2010): Uma algada de células dos microrganismos
selecionados crescidos previamente em meio MRS sélido por 24 horas a 30°C foi transferida para um microtubo de
1,5 mL contendo uma solucao extratora 50% ACN: 1% TFA, sendo posteriormente vortexado. Conseguinte, as
amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, e o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, no qual foi estocado a -20°C até o momento das aquisi¢oes dos espectros pelo MALDI-TOF.

Para a aplicacdo na placa MALDI, 1 pL. da amostra estocada foi transferida para um novo microtubo de
0,5 mL contendo 10 pL de matriz (Acido a-ciano-4-hidroxicinimico, solucio saturada em 70%H>0:30%ACN:
0.1%TFA) e outro teste contendo 10 ul de matriz (Acido a-ciano-4-hidroxicinimico, solucio saturada em
50%H>0:50%ACN: 2,5%TFA). Um microlitto da solu¢io (amostra + matriz) de cada teste foi aplicada
manualmente na placa MALDI e seca a temperatura ambiente. Cinco réplicas técnicas e 3 biolégicas foram utilizadas
para cada microrganismo testado.

Teste 2 — método baseado em Posteraro e colaboradores (2012): Os microrganismos selecionados foram

crescidos em meio MRS sélido por 24 horas a 30°C. Uma colonia isolada da placa de petti foi transferida pata um
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microtubo de 1,5mL e ressuspendida em 50 uL de solu¢do de acido férmico 10% e vortexado. Posteriormente, as
amostras foram estocadas a -20°C até o momento das aquisi¢oes dos espectros pelo MALDI-TOF.

Um microlitro das células lisadas foi aplicado em cada poco da placa MALDI e secas a temperatura
ambiente. Logo ap6s, os pogos foram recobertos com 0.6 ul. de etanol absoluto de alta pureza e, esperou-se
novamente secar em temperatura ambiente. Conseguinte, foram aplicados 1 uL. da solugio de matriz (Acido a-ciano-
4-hidroxicindmico, solugdo saturada em 50%H>0:50%ACN: 2,5%TFA. Cinco réplicas técnicas e 3 biologicas foram
utilizadas.

Teste 3 — método baseado em Seng e colaboradores (2009): Os microrganismos selecionados foram
crescidos em meio MRS sélido por 24 horas a 30°C. Uma al¢ada da cultura foi transferida para um microtubo de 1.5
mlL com uma solu¢io contendo etanol absoluto e icido férmico 70% e vortexado. Posteriormente, as amostras
foram estocadas a -20°C até o momento das aquisi¢bes dos espectros pelo MALDI-TOF.

Um microlitro das células lisadas foi aplicado em cada pogo da placa MALDI e esperou-se secar em
temperatura ambiente. Logo apos, aplicou-se 1 pL. da solu¢do de matriz (acido sinapinico em solucdo saturada em
50%H,0:50%ACN: 2,5%TFA) e em outro teste utilizou a matriz (Acido w-ciano-4-hidroxicinimico, solucio
saturada em 50%H20:50%ACN: 2,5%TFA). Cinco réplicas técnicas e 3 bioldgicas foram utilizadas para cada teste.

Teste 4 — método baseado em Alatoom et al., (2011): Os microrganismos selecionados foram crescidos em
meio MRS sélido por 24h a 30°C. Uma al¢ada de cultura foi transferida para um microtubo 1.5 mL contendo 300 pL
de 4gua deionizada e vortexados. Posteriormente, 900 ul. de etanol absoluto foram adicionados, levemente
homogeinizado e centrifugados em alta velocidade (13.000 rpm) por 2 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet seco no speed vac (MARCA) por 10 minutos. Na sequencia, foi adicionado
sobre o peller 100 pl. de 4acido férmico 70% e 100 pl. de ACN 100%, e novamente agitados vagarosamente.
Centrifugou-se a solu¢do por 2 minutos a 13.000 rpm em temperatura ambiente e o sobrenadante contendo as
proteinas extraidas foi coletado. As amostras foram estocadas a -20°C até o momento das aquisi¢oes dos espectros
pelo MALDI-TOF.

Um microlitro das células lisadas foi aplicado em cada pogo da placa MALDI e esperou-se secar em
temperatura ambiente. Logo apés, aplicou-se 1 uL. da solugio de matriz (Acido -ciano-4-hidroxicinimico, solugio
satutada de 10 mg/ mL em 70%H20:30%ACN: 0.1%TFA). Outros dois testes foram realizados em relagio a
solucio da matrizz 7 matriz 4acido w«-ciano-4-hidroxicinamico, solu¢io saturada de 20 mg/ ml em
70%H20:30%ACN: 0.1%TFA) e 7) Mattiz icido a-ciano-4-hidroxicinamico, solu¢io saturada de 10 mg/mL em
50%H>0:50%ACN: 2,5%TTFA. Cinco réplicas técnicas e 3 biologicas foram utilizadas para cada teste.

Posteriormente aos testes de extracdo proteica e escolha de matrizes, foram testadas concentracoes
celulares iniciais suficientes para a obten¢do de um perfil espectral de qualidade. Assim, com o auxilio de uma haste
descartavel estéril medidora (LabPlast) de 1 ug, coletou-se 1, 2 ¢ 4 ug de células de uma mesma cultura
microbiolégica crescida antetiormente em placa de petti por 24h a 30°C contendo meio MRS sélido e realizou-se a
extragdo proteica com o método de extragio de melhor performance, armazenando a -20°C para as andlises de

MALDI-TOF MS.

5.4.2. Preparo das amostras de leveduras para aquisicao por MALDI-TOF MS

Para a extracdo proteica de isolados de levedura foram testados o protocolo baseado em Posteraro e

colaboradores (2012), previamente descrito no item anterior (Teste-2) e o protocolo de baseado em Lauterbach e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lauterbach%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792944
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colaboradores (2017), utilizado para microrganismos eucariotos. Assim, lug de células crescidas previamente em
meio YEPD sélido por 24 horas a 30°C foram coletadas com auxilio de uma haste descartavel estéril medidora e
colocadas em um microtubo de 1,5 mL contendo 300 puL de agua ultrapura e vortexado por 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 900 pl. de etanol absoluto de alta qualidade e a solucio foi agitada novamente por 5 minutos.
Centrifugou-se a 13.000 rpm em temperatura ambiente por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Para retirar o
remanescente de etanol, o pe/let foi seco no speed vac por 20 minutos. Para a extracio de proteinas, adicionou-se ao
pellet 50 pl. de solugio de dcido férmico 70% e vortexou por 5 minutos. As amostras foram mantidas em -20°C até

as aquisicbes por MALDI-TOF MS.

5.5. Aquisicdo dos espectros e analise dos dados obtidos por MALDI-TOF MS

5.5.1. Perfil proteico espectral

O espectrometro de massas utilizado foi MALDI-TOF MS com sistema Bruker Autoflex III equipado
com um feixe de laser de 334 nanémetros. Os perfis espectrais proteicos foram adquiridos em modo linear e
positivo. Cada espectro foi adquirido manualmente com uma média de 5.000 disparos (1000 disparos em 5 regiGes
diferentes do po¢o), acumulados até a intensidade de 10* e uma faixa dinamica de 7/% 2.000 a 15.000 foi utilizada.
Antes das andlises, a calibracio externa do equipamento foi realizada com uma Mistura Calibrante de Padrio de
Teste Bacteriano (BTS), cobrindo a faixa de massa entre 2.000 ¢ 20.000 Da. O BTS ¢ um extrato de Escherichia coli
incluindo as proteinas adicionais RNase A e mioglobina. Um extrato de Escherichia coli (ATCC 25922) também foi
usado como amostra de referéncia para verificar a calibracio realizada anteriormente. Os espectros foram adquiridos
por meio da ferramenta AutoExecute do software de aquisicio Flexcontrol (versdo 2.4; Bruker-Daltonik GmbH).
Foram utilizados para cada microrganismo 10 repetigGes técnicas e 3 repeticdes bioldgicas, totalizando 30 espectros
por isolado. A analise dos dados MALDI foi feita em trés etapas distintas: (1) pré-processamento, (2) processamento
e (3) andlise estatistica. Os espectros brutos foram pré-processados no software FlexAnalysis (Bruker-Daltonik) apds
a subtracdo da linha de base para remocio de fundo, alinhamento da escala de espectros, selecio de fons com uma
telacdo sinal/ruido (S/R) maior que 3 e normalizagio de intensidades. Apds a obtencido do petfil espectral
representativo de cada isolado pela sobreposicio de todos os espectros pelo software ClinProTools, os melhores
espectros foram comparados com o banco de dados espectral Biotyper da Bruker para verificar se a identificagio

molecular correspondia a identificacdo espectrométrica.

5.5.2. Validagao da técnica com microrganismos comerciais

Devido a inacessibilidade de uma cole¢io microbiolégica acurada de microrganismos provindos de dornas
de fermentagdo etandlica brasileiras para validar a eficiéncia e reprodutibilidade da técnica, foram comprados 11
microrganismos (10 do género Lactobacillus : L. plantarum, L. fermentum, 1. paracaser, 1. brevis e 1 S. cerevisiae)
pertencentes a Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras, Minas
Gerais. Todos os microrganismos da cole¢do possufam identificacio molecular ao nivel de espécie e foram isolados
de ambientes fermentativos, tais como advindos da fermentac¢do do fruto do cacau, leite, arroz, pequi. Desta forma,

os isolados de Lactobacillus e Saccharomyces foram crescidos em meio MRS e YEPD solidos, respectivamente, por 24h a
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30 °C e 1 pg de células foram coletadas para a extragdo proteica. Tanto o preparo de amostra e aplica¢do na placa de
MALDI, quanto escolha da matriz e obtencio do espectro foram realizados de maneira idéntica a descrita
anteriormente para os isolados de dornas. Como o banco de dados Biotyper é composto principalmente por
microrganismos clinicos, criou-se um banco de dados interno no software Biotyper com os espectros obtidos dos

microrganismos agricolas do CCMA, o qual foi utilizado como base para a identificagdo dos isolados deste estudo.

5.5.3. Perfil espectral em diferentes meios de cultura

A ampla capacidade de identificacdo bacteriana ao nivel de espécie em culturas puras ou misturas
microbianas simples sob condigdes controladas pela técnica MALDI-TOF MS ja foi estabelecida por Wahl e
colaboradores (2002), juntamente com o desenvolvimento de um algoritmo automatizado baseado estatisticamente
para analise dos dados espectrais gerados. Entretanto, alguns trabalhos questionaram o quio eficiente seria ainda a
técnica se os microrganismos fossem crescidos em diferentes meios de cultura, j4 que expressariam diferentes
proteinas que seriam posteriormente ionizadas. Desta forma, trés microrganismos comerciais (0359, 0489 e 0516)
foram crescidos em quatro diferentes meios de cultura: MRS sélido; MRS liquido; MRS D-sorbitol sélido, YEPD
s6lido. Foram utilizadas condi¢oes de crescimento e preparo de amostra iguais as descritas anteriormente, com
excecdo do meio MRS liquido que teve que ser submetido a dois passos adicionais prévios, uma centrifugagdao e uma
lavagem com d4gua ultra pura para obtencdo do pellet celular para coleta de 1 pg de células para a extragdo. A
aquisicdo dos espectros e processamento dos dados por MALDI-TOF foi realizada da mesma maneira descrita

anteriormente.

5.5.4. Regides espectrais caracteristicas de cada espécie

Ap6s a obtencdo do espectro caracteristico de cada isolado, identificagio pelo MALDI-Biotyper e
identificacdo ao nivel de espécie pelo sequenciamento molecular os isolados pertencentes 2 mesma espécie foram
agrupados e, desta forma, foram identificadas regides do espectro que sdao constantes em todos os isolados pela

ferramenta Gel View do software ClinProTools (versio 3.3, Bruker).

5.5.5. Andlise estatistica multivariada a partir dos dados de MALDI-TOF MS

Para verificar se era possivel diferenciar estatisticamente os microrganismos em diferentes grupos,
realizaram-se analises multivariadas a partir dos perfis espectrais utilizando o software online MetaboAnalyst (versao
4.0, CHONG et al., 2018). Para a matriz de dados utlizou-se a lista dos picos ionizados (7/3) e suas respectivas
intensidades relativas obtidas pelo software FlexAnalysis (Bruker,) de cada repeticdo, técnica e biologica, adquirida. Os
dados foram tratados antes das analises estatisticas usando scripts no R que: 1) entre as repeti¢des técnicas, quando o
m/ % possufa intensidade relativa igual a 0 (zero) em mais da metade das repeti¢des, todos os valotres eram zerados,
entretanto, quando possufa valor 0 (zero) em menos da metade das repeticdes, preenchia-se com a mediana dos
valores adquiridos; 2) ja entre as repeti¢des biologicas, os zeros foram mantidos e ndo usou-se do célculo da mediana

para nenhum preenchimento; 3) os fons foram alinhados com uma tolerdncia de 10 Daltons por #/z; 4) Apenas os
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m/% que possufam valores diferentes de zero em todas as repeti¢des, técnicas e bioldgicas, foram mantidos para a
construcao da matriz de dados. Ou seja, foram mantidos apenas os fons que tiveram 100% de frequéncia.

O tratamento dos dados realizado no software MetaboAnalyst (versio 4.0) foram baseados em Santos e
colaboradores (2016). Os dados foram filtrados usando o desvio padrio para remover variaveis proximas da linha de
base ou no limite de detecgdao. A normalizagao pela soma foi utilizada para ajustar as diferencas entre as amostras ¢
autoescalonamento (média centrada e dividida pelo desvio padrio de cada varidvel) para tornar as caracteristicas
individuais mais comparaveis. Ambas as abordagens estatisticas nao supervisionadas e supervisionadas foram
aplicadas. Analise de componentes principais (PCA), analise de minimos quadrados parciais discriminantes (PLS-
DA), analise hierarquica de agrupamentos (HCA) e importincia da variavel na projecio (VIP) foram executados nos

dados usando o MetaboAnalyst (versio 4.0) para discriminar os isolados.

5.5.6. Teste preliminar de identificacdo de leveduras a partir de uma amostra de

dorna industrial

Para investigar a capacidade da técnica de MALDI-TOF MS para biotipagem de cepas industriais de
S.cerevisiae ¢ nao-Saccharomyces, uma amostra de 1L diretamente da dorna em escala industrial e em condi¢oes 6timas de
fermentacio (contaminagdo controlada, menor que 109, sem episédios de floculagdo e alta produtividade média —
dados fornecidos pela usina) foi coletada e feito dilui¢do seriada (105 a 108) em placas de petri contento meio YEPD
e antibidtico, crescidos por 24h. Oito colénias isoladas foram coletadas e preparadas para aquisi¢do espectral por
MALDI-TOF MS. Os dados espectrais brutos foram comparados com todo acervo do banco de dados MALDI-
Biotyper (7.311 espectros), entre eles, espectros de Saccharomyces (13), Dekkera, (77) Picchia, ¢ outros microrganismos
geralmente encontrados nas dornas, considerados leveduras contaminantes do processo, juntamente com o0s
espectros dos quatro isolados deste estudo (PEDRA- 2, SANTA-ADELIA, FLEISHMANN e 0681), pertencente ao

banco interno complementar.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Identificagdo dos microrganismos por técnicas moleculares

6.1.1. Crescimento em meio seletivo e sele¢ao por microscopia optica

Os isolados utilizados neste trabalho, pertencentes tanto a colegao interna do Laboratério Max Feffer de

Genética de Plantas, quanto ao Laboratério de Bioquimica e Tecnologia de Leveduras, foram crescidos em meio

seletivo MRS especifico para bactérias acido lacticas e em meio YEPD para leveduras (Figura 5)

Figura 5. Variedade de microrganismos isolados de diferentes dornas do processo industrial de fermentagio a partir de caldo de
cana-de-agucar para producio de etanol de primeira geracio. Os microrganismos foram crescidos em meio MRS, a 30°C por 48h
em estufa.

Com o crescimento em meio MRS, notou-se que mais de 60% dos microrganismos eram capazes de
crescer no meio seletivo para lactobacilos, com uma ampla variedade de formas e cores, ndo sendo uma maneira
eficaz de selecionar bactérias acido lacticas quando ndo se usava fungicida. Como a partir de caracteristicas
morfoldgicas visiveis ndo foi possivel caracterizar os microrganismos, optou-se por visualizar a morfologia celular em
microscopio 6ptico, ja que bactérias acido lacticas sio microrganismos que apresentam caracteristicas morfologicas
de cocos e bastonetes, diferenciando de outros microrganismos. Assim, uma colonica isolada, quando possivel, ou
uma parte pequena da colonia crescida em placa contendo meio MRS sélido de cada microrganismo foi observada

em microscépio Optico no aumento de 40x (Figura 6 A - D).
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Figura 6. Diferentes microrganismos isolados de dornas de fermentacio crescidos em meio MRS a 30°C por 48h em estufa
visualizados em microscépio 6ptico no aumento de 40x. A) Levedura observada por microscopia Optica (células grandes,
arredondadas). B e C) Bactérias do tipo bastonetes observadas por microscopia 6ptica, possivelmente pertencentes ao género
Lactobacillus. D) Bactérias pequenas, arredondadas, do tipo coccus.

Para uma trimagem de bactérias 4cido lacticas, foram selecionados os microrganismos que apresentaram
formas de bastonetes em microscopia Optica, possivelmente pertencentes ao género Lactobacillus. Este
direcionamento foi embasado nos resultados do trabalho de Bonatelli e colaboradores (2017), o qual caracterizou a
comunidade microbiana contaminante presentes em dornas de fermentagdo em processos industriais por meio de
técnicas de metagenomica. Os resultados metagendmicos mostraram que mais de 90% dos microrganismos
contaminantes presentes nas dornas pertenciam ao género Lactobacillus. Desta forma, justifica-se a especificagio deste
trabalho na identificagdo do principal género de bactérias contaminantes por técnicas moleculares e espectrométricas
por trés motivos: 1. Comprova¢iao que esse grupo de bactérias estd presente quase que em totalidade nas dornas de
fermentagdo; 2. Principal grupo responsavel pelas quedas de produgdo de etanol nas usinas; 3. Por se tratar de um
trabalho pioneiro na elabora¢do de um banco de dados, definiu-se como prioridade a caracterizacio primaria dos

principais contaminantes do processo.

6.1.2. Amplificagdo da regiao 16S rDNA de bactérias acido lacticas

O resultado da amplifica¢do de aproximadamente 1500 pb da regido 16S rDNA realizada diretamente do
DNA extraido utilizando os primers conservados, R1387 e PO27F, pode ser visualizado na Figura 7-A. Ja o produto
de PCR putificado com PEG-8000, pode ser visualizado na Figura 7-B. Somente os produtos de PCR purificados
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que apresentaram no minimo concentracio de 35ng de DNA/ uL é que foram utilizados para a reacdo de

sequenciamento.

1kb123 456789101112 1pu2udp
— ——

-

ikb 1 2 3 4 56 7 8 910 111213 B

=]
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1kb 13 14 1p2p 4p
=

-

Figura 7. A) Produto de PCR da regiao 16S rDNA de aproximadamente 1500 pb de 13 bactérias isoladas do processo
fermentativo etandlico (nomeadas de 1 a 13) e um branco da reacio de PCR (nomeado de B), como referéncia foi utilizado o
marcador molecular de 1kb (nomeado de 1 kb); B) Produto de PCR da regido 16S tDNA de aproximadamente 1500pb purificado
com PEG 8000, utilizando como referéncia o marcador de 1kb (nomeado de 1 kb) e o marcador lambda aplicado em trés
quantidades diferentes: 1, 2 e 4uL, representando, 25, 50 e 100ng de DNA, respectivamente.

6.1.3. Amplificacdo dos genes housekeeping das bactérias pertencentes ao género

Lactobacillus

Os resultados da amplificacdo de aproximadamente 500pb e purifica¢ido dos genes housekeeping pheS e
groEL realizado diretamente do DNA extraido podem ser visualizados na Figura 8 ( A - D). Para a amplificagdo dos
genes pheS e groEL foram utilizados pares de primers degenerados para a identificagio de diferentes espécies de
lactobacilos. Entretanto, houve a amplificagio de bandas inespecificas, inviabilizando o sequenciamento direto do
produto de PCR (Figura 8-A e 8-C, gene pheS ¢ groEL, respectivamente). Desta forma, os fragmentos que
apresentaram tamanho de aproximadamente 500 pb em relacio ao marcador molecular 1Kb foram recortados e
purificados pelo Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). O resultado da
purifica¢do podem ser visualizados nas figuras 8-B ¢ 8-D do genes pheS e groEL, respectivamente.

Visualizando a Figura 8, notamos que a estratégia de cortar as bandas de interesse e realizar suas
purificacdes foi eficiente para eliminag¢do de bandas inespecificas que poderiam impedir um sequenciamento
de qualidade e, consequentemente, prejudicar na identificacio dos isolados. Entretanto, algumas amostras

tiveram perda de DNA durante o processo de purificacdo, resultando em uma quantidade de DNA inferior a
necessatia pata realizar as reagdes de sequenciamento (20 ng/ PL). Para essas amostras, realizou-se uma nova

reacdo de PCR com o produto purificado com os primers e condi¢bes de reagio ja descritos, seguido por uma

purificacdo por PEG-8000. Constatando que os produtos de PCR possufam quantificacio igual ou superior a

20 ng/ WL, as amostras foram enviadas para sequenciamento.


http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/catalog/en/GELifeSciences-br/products/AlternativeProductStructure_17513/28903470
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Figura 8. Géis de agarose (2%) com brometo de etidio (0.5 pg/mL) e a visualizagio foi por luz U.V dos fragmentos amplificados
e purificados dos genes housekeeping. — A) Produto de PCR do gene phES de aproximadamente 500 pb de bactérias isoladas do
processo fermentativo etandlico, como referéncia foi utilizado o marcador molecular de 1kb (nomeado de 1 kb); B) Produto de
PCR purificado do gene pheS, utilizando como referéncia o marcador de 1kb (nomeado de 1 kb) e o marcador lambda na

concentragio de 25 ng/HL; C) Produto de PCR do gene grwEL de aproximadamente 500 pb de bactérias isoladas do processo
fermentativo etandlico, como referéncia foi utilizado o marcador molecular de 1kb (nomeado de 1 kb); D) Produto de PCR
purificado do gene grwEL, utilizando como referéncia o marcador de 1kb (nomeado de 1 kb) e o marcador lambda na

concentragio de 25 ng/ML.

6.1.4. Identificagdo molecular a nivel de espécie de isolados de Lactobacillus por

sequenciamento de regides génicas conservadas: 16S rDNA , pheS e groEL

As identificagdes dos microrganismos foram realizados a partir do sequenciamento patcial dos genes 16S
tDNA, pheS e groEL e alinhamento local pela ferramenta BLASTn (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) contra o
banco de dados puiblico do NCBI (Nacional Center of Biotechnology Information). Os alinhamentos locais
permitem a busca por sequéncias similares em bancos de dados a uma sequéncia especifica de interesse, em que

visualiza quido bem duas sequéncias se alinham a cada residuo comparado, identificando os respectivos hits com
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diferentes scores e valores de e-value. O BLAST ¢ a ferramenta de alinhamento local mais utilizada no mundo e segue o
modelo de alinhamento simples, local e heuristico e para cada Ait é associada uma pontuagio (score) que quantifica o
grau de similaridade entre as duas sequéncias alinhadas (CLAVERIE e NOTREDAME, 2007). Outro ponto
importante sobre os alinhamentos resultantes do BLAST ¢é que eles representam sequéncias similares e nao
necessariamente em sequéncias homologas, ou seja, mesmo considerando um alto score entre duas sequéncias, nem
sempre € possivel inferit um alto grau de homologia entre elas devido a aleatoriedade no processo de alinhamento,
podendo ser sequéncias que nao tenham relacionamento evolutivo algum, principalmente quando se compara
organismos muito distantes na escala evolutiva. Devido a esse entrave, a estatistica do programa ¢ baseada em um
valor chamado expected-value (e-value), o qual fornece a seguranca que um hit ndo ocorreu de maneira aleatéria,
assim quanto mais proximo de zero for o valor do e-value, mais confidvel serd o alinhamento. Dentre as dezenas de
hits resultantes do BLASTn, foram selecionados como melhores alinhamentos aqueles que possufam uma cobertura
de 100%, escore maximo e e-value com valor de zero, quando possivel. Os resultados das identifica¢cdes moleculares
podem ser visualizados na Tabela 3.

Como podemos notar, o gene 16S tDNA sozinho nio foi suficientemente discriminatério para identificar
ao nivel de espécie para 72% dos microrganismos, mesmo quando havia 100% de cobertura e 99% de similaridade
entre a sequéncia query (de interesse) e as sequéncias encontradas nos bancos de dados (subject), sendo apenas
discriminatério para espécies de L. plantarum. Estudos mostram que o gene 16S rRNA evolui lentamente, além de
ndo possuir sitios diagnésticos suficientes e a homologia da sequéncia 16S tDNA varia de 90,9% a 99% entre varias
espécies de Lactobacillus, o que torna muitas vezes a discrimina¢do ambigua (SINGH et al., 2009). Enquanto que, os
genes pheS e o gwEL tiveram um poder discriminatério maior, possibilitando identificar um numero maior de
isolados ao nivel de espécie. Esses resultados corraboram com os resultados de outros trabalhos (NASER et al.,
2005; NASER et al., 2007; BRUYNE et al., 2008; MADOROBA et al., 2011; OKI et al., 2011; NGUYEN et al.,
2013; e PODLESNY et al., 2011), que mostraram que o sequenciamento de genes codificadores de proteinas ¢ uma
alternativa de identificacdo eficaz, possuindo um poder discriminatério maior em relacio ao gene 16SrRNA na
discriminagéo entre espécies de LAB, entretanto, para isolados altamente relacionados como L.casei e L.paracaset, o

gene groEL nio foi muito discriminatério.
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Tabela 3. Identificacdo dos microrganismos por meio do alinhamento local realizado no programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) que foram sequenciados a partir da amplificacio do gene 16S tDNA, phES ¢ groEL.

Cédigo | Gene amplificado | Cobertura | E-value | Similaridade Numero do acesso Id. Molecular (NCBI)
PHES 98% 3.00E-176 97% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F1984016.1 L.paracasei/l.casei
MICRO1 16S 99% 0 99% MK026811.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F)984016.1 L.paracasei/L.casei
MICRO2 16S 99% 0 96% KC836607.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F)984016.1 L.paracasei/L.casei
MICRO3 16S 100% 0 99% MH656948.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F)984016.1 L.paracasei/L.casei
MiCRO4 16S 99% 0 96% KC836607.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 2.00E-168 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F1984016.1 L.paracasei/l.casei
MICRO5 165 100% 0 99% CP032637.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 1.00E-139 99% AM694185.1 L.plantarum
GROEL 100% 0 100% AY424354.1 L.plantarum
MICRO6 165 100% 0 99% MF429747.1 L.plantarum
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F1984016.1 L.paracasei/l.casei
MICRO7 165 100% 0 99% MK026811.1 Lactobacillus
PHES 100% 2.00E-163 100% AM694185.1 L.plantarum
GROEL | - e B T
MICROS 16S 100% 0 99% CP023728.1 L.plantarum
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 1.00€-180 100% JF520448.1/F1984016.1 L.paracasei/L.casei
MICRO9 16S 99% 0 99% MH935901.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% KX808516.1/FJ984016.1 L.paracasei/l.casei
MICRO10 16S 99% 0 99% MH935901.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/F1984016.1 L.paracasei/l.casei
MICRO11 165 99% 0 99% MH935901.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 99% FJ984016.1 L.casei
MICRO12 165 99% 0 99% JN415160.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 99% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 95% 6.00E-179 99% KX808516.1/FJ984016.1 L.paracasei/ L.casei
MICRO13 16S 100% 0 99% MH392818.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 2.00E-168 99% KF746169.1 L.casei
GROEL 100% 0 100% FJ984017.1 L.casei
MICRO14 16S 100% 0 99% MG551255.1 Lactobacillus sp
PHES | —— | = | - ee—_ | e
GROEL 100% 2.00E-50 90% JF520448.1/F)984016.1 L.paracasei/ L.casei
MICRO15 16S 99% 0 97% KP284861.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% FJ983991.1 L.casei
MICRO16 16S 100% 0 99% KC967212.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 3.00E-176 100% AM284189.1 L.fermentum
GROEL
MICRO17 16S 99% 0 99% MF582785.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 1.00E-120 90% KF746170.1 L.fermentum
GROEL 100% 0 100% KJ807022.1 L.fermentum
MICRO18 16S 99% 0 99% MF354521.1 Lactobacillus sp



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0X5BEW3D015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=0X5YF27S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=31A0DBPX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK026811.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=101185ZG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0ZDH4CZ8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0ZE6F59M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31A8P8MP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC836607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1019FCGB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0X494ZP8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH656948.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=101FNVEN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=31BJBRA701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC836607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1019FCGB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0WWRVP58014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP032637.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=101V0R8G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZEAPH9R014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY424354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=0ZHG9K2R014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF429747.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=102PH8DP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0Z9PPFGS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK026811.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=10279RBK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP023728.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=102YUYP9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0Y03D28801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH935901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=103SEFWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0XKUK0JA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX808516.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=0WUY7PX6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH935901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=103SEFWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0XKUK0JA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH935901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=103SEFWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0X164EEN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN415160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=100WARC2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0WUHA4R0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX808516.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=0WUY7PX6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH392818.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=102DC939015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF746169.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=31S4P5YJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984017.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31SAVT0101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG551255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1037PB45014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP284861.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=103BWZT8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0X9TR7X9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ983991.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=31SENMBN01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC967212.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0ZYT190Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM284189.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0WMUGPDV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=10332UUW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF746170.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0WSXE91B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ807022.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=0WTPD39B015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354521.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=103H061U014
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Codigo | Gene amplificado | Cobertura | E-value | Similaridade Numero do acesso Id. Molecular (NCBI)
PHES 100% 0 100% AM694185.1 L. plantarum
GROEL 100% 0 100% AY424354.1 L. plantarum
100% 5.00E-102 100% KX815879.1
MICRO20 16S L. plantarum
PHES 100% 7.00E-173 100% MG932095.1 L. plantarum
GROEL 100% 0 100% KJ807054.1 L. plantarum
MICRO22 16S 100% 0 99% MH916634.1 L. plantarum
PHES 100% 0 100% AM694185.1 L.plantarum
GROEL 100% 0 100% FJ984043.1 L.plantarum
MICRO24 16S 100% 0 99% MH916634.1 L.plantarum
PHES 100% | 4.00E-170 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/FJ984016.1 L.paracasei/lL.casei
MICRO26 16S 99% 0 99% HM151340.1 Lactobacillus sp
PHES 100% | 2.00E-172 100% MG932095.1 L.plantarum
100% 0 100% KJ807054.1
GROEL L.plantarum
MICRO27 16S 100% 0 99% MH973186.1 L.plantarum
PHES 100% 0 99% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 99% | 2.00E-178| 9% | r5704481/F1984036.1 | L paracasei/L.casei
MICRO31 16S 100% 0 99% AB969779.1 Lactobacillus sp
PHES 100% 0 100% AM694185.1 L.plantarum
GROEL 100% 0 100% FJ984065.1 L.plantarum
MICRO32 165 100% 0 99% MF429747.1 L.plantarum
PHES 100% 0 100% AM694185.1 L.plantarum
GROEL 100% 0 100% AY424354. L.plantarum
MICRO33 16S 100% 0 99% MH393133.1 L.plantarum
PHES 100% 0 100% KY502278.1 L.paracasei
GROEL 100% 0 100% JF520448.1/FJ1984016.1 L.paracasei/ L.casei
MS1 16S 100% 0 99% KC967212.1 Lactobacillus sp
PHES 100% | 2.00E-168 100% KF746169.1 L.casei
GROEL 100% 0 100% FJ984017.1 L.casei
MR1 16S 100% 0 100% MG551255.1 Lactocillus sp
PHES 100% 0 100% AM694185.1 L.plantarum
GROEL 100% 0 100% AY424354.1 L.plantarum
D133RM 16S 100% 0 100% CP022294.1 L.plantarum

*Codigo = cédigo utilizado para identificagio da amostra; 16S = referente ao gene 16S rDNA; pheS = referente ao gene
housekkeeping fenilalanina tRNA sintetase, subunidade alfa; groEL = referente as proteinas de choque térmico hsp60;
Similaridade = quio préximo é a sequéncia de interesse quando comparada a sequéncias de banco de dados publicos do NCBI;
Cobertura = porcentagem da seqiiéncia submetida ao programa que ¢é coberta pelo alinhamento; Numero de Acesso = Cédigo de
referéncia da sequéncia similar a sequéncia de interesse encontrada no banco de dados do NCBI. E-value = parimetro de
confianca; L. = abreviatura do género Lactobacillus; 1d. = abreviatura para a palavra identificacdo; Id. Molecular = identificagdo
referente ao resultado do alinhamento local no NCBI; trago (------ ) = auséncia de resultados

Para verificar o real poder discriminatério dos genes housekeeping em comparacio com a regido
ribossomal bacteriana, foram construidas arvores filogenéticas. A Figura 9 (A — C) mostra as arvores filogenéticas
construidas usando seqiiéncias 16S tDNA, phES e gwEL |, respectivamente, dos isolados deste trabalho e cepas de
referéncia  ou de  tipo  relevantes  recuperadas do  banco de dados de  nucleotideos

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). As topologias das arvores filogenéticas, geradas pelo método Nezghbor-Joining,

foram confirmadas pela topologia de arvore gerada pelo método da maxima verossimilhanga.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZMVFDSJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY424354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=0ZNG5802015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX815879.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1048NUZF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG932095.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0ZP9HSYE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ807054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=0ZRDMCDP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH916634.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=104GERC3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31XM56E001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984043.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=31XVEJDS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH916634.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=104GERC3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0WYRVDEE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM151340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZZ8XF9X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG932095.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=32E4646V015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ807054.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=32E02NV1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH973186.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=32E6NJ4B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=321NWM9C014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=321YTAP9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984036.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=321YTAP9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB969779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3229SFRE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=32028B1501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984065.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=320PEZ1Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF429747.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=320US5WA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZJC0EVS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY424354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=0ZJF7YEU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH393133.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=103ZK72T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY502278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0ZBVCVUM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF520448.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=0X50NNFN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31AMPDPY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC967212.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZYB0FAY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF746169.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=31YT8NN001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ984017.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=31YX9RN001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG551255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=31Z058ER01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM694185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0ZKVZ49J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY424354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=0ZM7TF2G015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022294.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1045JZVK015

A)

Micro_26
MR1.
Micro_14
Micro_13
Micro_12
Micro_11
HQ423165.1_Lactobacillus_paracasei_strain_ATCC_25302
Micro_7
Micro_5
Micro_3
Mi

49

cro_1
JF965377.1_Lactobacillus_paracasei_strain_BIM_B-552D
MG551255.1_Lactobacillus_casei_strain_ NWAFU1575

L  Grupo L. casei

MH393139.1_Lactobacillus_plantarum_strain_ HBUAS53064
Micro_24

Micro_22.
JF965377.1_Lactobacillus_paracasei_strain_BIM_B-552D
MG551255.1_Lactobacillus_casei_strain_ NWAFU1575

L. pl um

H Micro_10
Micro_31
Micro_2
Micro_4
35| Micro_9
Micro_16
MS1 -
Micro_17
MF582769.1_Lactobacillus_fermentum_strain_CAU3416
KX150609.1_Lactobacillus_fermentum_strain_p30-c Grupo L. fermentum
Micro_18
Micro_15
M58810.1_Lactobacillus_brevis_ ATCC_14869 —————— > L. brevis
Micro_33
61| Micro_8
Micro_27
88| Micro_20
AB572045.1_Lactobacillus_plantarum_strain:
Micro_6
Micro 32 Grupo L. plantarum

100/p1_3 3RM
MH973186.1_Lactobacillus_plantarum_strain_SK321
MH424459 1_Lactobacillus_plantarum_strain_SKL-22
MF108553.1_Lactobacillus_plantarum_strain_CAU7229
MHB844896.1_Lactobacillus_pentosus_strain_SKB1212e

i

B)

AB572028.1_Leuconostoc_citreum_strain._CAG3 ——> Grupo de fora

MSs1

AM2EL208 1 Lactobacilius paracssed strain LMG 8157
Micro_31

Micro_26

Micro_16

Micro_13

Micro_12

Micro_11

Micro_10

Micro_9

Micro_7 — Grupo L. casei
Micro_5
Micro_a
53 || Micro_3

Micro_2
Micro_1
1L if i strain LMG 13728

Micro_14i

MR1

83| Fu983792.1 L i istrain IMAL10181(AZ43-2-4-2
FU883795 1 Lactobacilus caseistrain IMAL10164(AZ45-3) ——

MFEEE152.1 KB1T L. brevis

73

B

AMOETT14.1 Lactabacilius plantanm type strain LMG 8307 T

D1_3_3RM

Micro_6

Micro_8

Micro_20 Grupo L. plantarum
Micro_24

Micro_32

Micro_33

ES

Micro_18

E)
g2 | \Micro_17

70 lAM284189.1 Lactobacilus fermentum strain LMG 8154

AMOBTE92.1 Lactcbacilus fermentum type strain LMG 8902T
LI:{ Grupo L. fermentum

Micro_27
5€| | Micro_22
= AL i strain LI 54 Grupo L. plantarum

| L strain LJO3

AY1T4108.1 Bifi i subsp. Grupo de fora

51



52

©
JFE20441 .1 Lsefobaciliuz paracsezef strain k-0105 /]
FJ984018.1 Lactcbacilius cazefstrain IMALIB0128{234308)
JF520448 1 Lactobscilus parscssei strain k-0201
AY£24335 1 Laciobacilus eazeistrain D5A-FB2
M35
Micro_31
Micro_26
Micro_15
Micro_13
Micro_11
Micro_10
Micro_9
Micro_7 =  Grupol. casei
Micro_5
Micro_4
i) Micro_3
Micro_1
Micro_2
AY£24330 1 L sctcbacilus eazei ATCC 334
Micro_12
Micro_14
Micro_16
82| MR1
AF4£29848.1 Laciobseilus easeistrain 118C
FJ883885 1 Lactobaci istrain IMAL 0008 {AGS-3) —
AN424335 1 Lactobacilus fermenfum strain D5A-FBS
AF429855.1 Lactobscillus fermenfum strain ATCC 9338
% KJB07018.1 Lacicbaciiuzfermentum strain SMA2 Grupo Lfermentum
Micro_18
Micro_17
Micro_8
° Micro_20
Micro_22
= ::Z:::: Grupo L.plantarum
Micro_323

F.984085.1 Lactobsailuz plantsmum strain IMAU10032(WZ23-1
IJ80T039.1 Lactobseiuzplsniznm strain 5M23

AY174108.1 Bifidobacienum peeudciongum subsp. peeudaiongum Grupo de fora

0.05

Figura 9. A) Arvore filogenética baseada nas sequencias do gene 16S rDNA construida usando o método neighbor-joing.
Lenconostoc citrenm CAG3 foi selecionado como grupo de fora (out group) e 5% substituicdes por sitio. B) Arvore filogenética dos
genes pheS construida usando o método neighbor-joing. Bifidobacterium pseudolt subsp. psendolongnm (AY1741006) foi selecionado
como grupo de fora (out group) e 5% substituicoes por sitio. C) Arvore filogenética dos genes grEL construida usando o método
neighbor-joing. Bifidobacterium psendolongum subsp. psendolongum (AY174106) é o grupo de fora (out group) e 5% substitui¢bes por sitio.

*Os valores de bootstrap maiores que 60% estao mostrados nos internds. Siglas em negtito pertencem aos microrganismos deste estudo. Siglas
sem negrito pertencem ao codigo da sequéncia pertencente ao banco de dados de nucleotideos.

Avaliando a arvore filogenética criada com as sequéncias 16S do rDNA (Figura 9-A) notamos que o
grupo denominado L. case/ possui um grupo maior com 18 sequéncias, sendo 12 sequéncias dos isolados deste
estudo e 6 pertencentes ao banco de dados; e dois subgrupos menores, de 2 e 5 sequéncias, respectivamente, com
sequéncias pertencentes apenas aos isolados de dornas. Além disso, notamos que as sequéncias do banco de dados
deste grupo pertencem a diferentes espécies: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei ¢ 1 isolado de Lactobacillus
plantarum, ndo havendo distincio entre as mesmas pela regidao 16S do tDNA. Outros estudos (TYNKKYNEN et al,,
1999; ZHONG et al., 1998; NASER et al., 2007) relataram a dificuldade de distinguir isolados pertencentes ao grupo
L. casei, pois a similaridade na sequéncia do gene 16S tDNA pode ser de 99% entre os membros do grupo (MORI et
al,, 1997). A posicio taxonémica do grupo L.case/ (formado por espécies de L. cases, L. paracasei e L. rhamnosus) ja foi
debatida e modificada anteriormente. No Manual de Bacteriologia Sistematica lista quatro subespécies de L. case
(KANDLER e WEISS, 1986), os quais foram reclassificados de acordo com dados de homologia de DNA em trés
espécies por Collins e colaboradores (1998). Entretanto, trabalhos realizados por Klijn e colaboradores (1991) e Mori

e colaboradores (1997) observaram diferencas na regido V1 do 16S tRNA que permitiam a distin¢do das trés espécies
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pertencentes ao grupo L.casei e posteriormente, Ward e Timmis (1999) desenvolveram primers especificos para a
regiaio V1 que permitiu a distingdo de 63 isolados pertencentes ao grupo L.casei, 51 foram classificados como
L.paracasei e 12 como L. rhamnosus, ndo havendo nenhuma distincio entre L.casei e L.paracasei especificamente. Ja
Boturri e colaboradores (2017) buscando por genes que efetivamente eram capazes de discriminar isolados
pertencentes ao L.casei grupo, testou diferentes genes housekepping como alternativa ao gene 16S rDNA, que ja se
mostrou insatisfatério em muitos trabalhos e observou que a técnica MLST ¢é realmente muito promissora.

Shevtsov e colaboradores (2010) tentando identificar diferentes espécies de Lactobacillus, utilizou diferentes
genes housekeeping, entre eles o gene grolELL e confrontou com a classificacido obtida pela regidao 16S tDNA, notou que
a porcentagem de similaridade entre as seqliéncias nucleotidicas dos fragmentos do gene groEEL para L. casei e L.
paracasa foi de 87,0%, enquanto que pelo gene 16S rDNA ultrapassou 98%. No entanto, pela arvore filogenética
construida a partir do gene groEL (Figura 9-C), notamos resultados similares ao gene 16S em relacio ao grupo maior
pertencente ao grupo L. casei, com excessio que apenas cepas pertencentes as espécies L. casei e L paracasei
pertenceram ao mesmo no. Entretanto, houve uma subdivisio de 4 isolados deste estudo (Micro_12, Micro_14,
Micro_16 e MR1) juntamente com as cepas AF429649.1 e F]983985.1 ambas classificadas como Lactobacillus casei,
mostrando que o gene gwEL teve um poder discriminatério maior do que o gene 16S rDNA, suficiente para
discrimar alguns isolados pertencentes a espécies altamente relacionadas do grupo, concordando com os resultados
obtidos por Shevtsov e colaboradores (2010).

Estudos realizados por Naser e colaboradores (2007) declararam que isolados da espécie L.casei e
L.paracasei foram distinguidos com base nos genes housekeeping pheS ¢ rpoA, os quais possuiam 84% e 95%,
respectivamente, de similaridade na sequéncia entre os isolados do grupo. Em estudos anteriores, Naser e
colaboradores (2005) analisando a aplicacdo de analise de sequéncias de multilocus para a identificagdo de espécies de
Enterococcus, notou que a nivel interespecifico, o gene pheS mostrou um alto grau de resolucdo para diferenciar tais
espécies, sendo que a similiraridade do gene pheS foi no maximo de 86% para todas as espécies estudadas, entretanto
algumas cepas especificas possufam até 97% de similaridade. Esses resultados corraboram com os resultados
encontrados neste estudo sobre o poder discriminatério do gene pheS (Figura 9-B). Analisando o grupo L.case da
arvore filogenética construida a partir de sequéncias do gene pheS, notamos que o grupo foi dividido em dois
subgrupos: um grupo com um né de isolados do estudo juntamente com cepas de referéncia Lactobacillus paracasei
(AM2842006.1 ¢ AM284208.1); ¢ outro n6 com dois isolados do estudo (Micro_14 ¢ MR1) juntamente com as cepas
de refréncia Lactobacillus casei (F]983792.1 e FJ983795.1). Desta forma, notamos a clara distingdo entre isolados
altamente correlacionados deste grupo, sendo que o gene pheS teve um alto poder discriminatério. Adicionalmente,
analisando os dois genes housekepping concomitantemente (Figura 9-B e C), temos que apenas 3 isolados
(Micro_12, Micro 13 e Micro_16) possuiram classifica¢oes diferentes, sendo denominados L. paracasei pelo gene pheS
e L. casei pelo gene groEL e 2 isolados (Micro_14 e MR1) foram classificados como L. casei por ambos os genes
housekeeping.

Em relagdo ao segundo maior grupo, dos L. plantarum, obteve 9 isolados pelo gene pheS, 6 pelo gene
groEL e 7 pelo 16S tDNA (Figura 9 A — C). Essa diferenca do nimero de componentes se da pelo fato de que 3
microrganismos (Micro_8, Micro_32 e D1_3_3RM) nio obtiveram qualidade no sequenciamento pelo gene groEL,
sendo retirados da analise filogenética. Ja em relagiao ao gene 16S rDNA, dois dos isolados (Micro_22 e Micro_24)
classificados como L. plantarum por ambos genes housefeeping, foram classificados como pertencentes ao grupo L.
casei pelo gene 16S. Esses resultados enfatizam mais uma vez a ambiguidade da classificacdo utilizando apenas a

regiao 16S rDNA citada por Sing e colaboradores (2009), que relaciona a evolugao muito lenta do gene 16S, gerando
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um alto grau de similaridade entre as sequéncias (99%), impossibilitando a discrimininagao precisa entre espécies
muito proximas e evidencia o maior poder discriminatério dos genes housekeeping também para espécies de L.
Plantarnm. Avaliando ainda o grupo L.plantarnm nas trés arvores, notamos que enquanto o gene 16S tDNA e gwEL
formaram apenas um né com todos os isolados, este grupo sofreu uma divisio pelo gene pheS formando dois nés
diferentes com 2 subdivisdes cada um.

O grupo L. fermentum foi composto por apenas dois isolados (Micro_17 e Micro_18) nas trés arvores
filogenéticas, entretanto a topologia da arvore ndo se manteve a mesma para nenhum dos trés genes. Enquanto para
o gene groEELL o grupo se manteve em um unico nod, para os genes pheS e 16S rDNA, houve a formacdo de subgrupos,
sendo que o Micro_18 pertencia a um ramo isolado, enquanto o Micro_17 permaneceu no mesmo né que as cepas
de banco de dados. Interessantemente, para esse grupo nao houve ambiguidade na identificacio pelo gene 16S e o

gene groEL foi o que teve menor poder discriminatério ao contrario do que ocorreu com os grupos anteriores.

6.1.5. Identificacdo de leveduras pelos genes ITS, 28S-nr LSU

Os resultados da amplificacdo dos 3 genes ITS (aproximadamente 600pb), 28S-U1/U2 (aproximadamente
400pb) e 28S-NL1/NL4 (aproximadamente 700pb) dos trés isolados de leveduras realizado diretamente do DNA
extraido podem ser visualizados na Figura 10. Analisando a foto do gel de agarose, notamos que o perfil dos
fragmentos (tamanho e intensidade) dos trés isolados em relagdo aos trés genes amplificados ¢ muito semelhante,

ndo havendo distin¢do visual entre os mesmos.

M.P PSS FE+ :
MPPRSSFE+ PPRSSFEH+ - -

700pb
. 400pb_-' ...
= e
L~ e R R R

500pb | ° Lev— NL1-NL4
—te ¥
e 285U1-U2

s

LEGENDA:
M: Marcador 100 pb
P: Pedra 2

S: Santa Adélia

F: Fleishmann

+: Controle positivo
: Negativo

Figura 10. Gel de agarose (2%) com brometo de etidio (0.5 ug/mL) e a visualizacio por luz U.V dos fragmentos
amplificados e purificados dos genes ITS, 28S e 28S (Lev) utilizando o marcador molecular Low Mass.

*M: marcador molecular low mass; P: referente ao isolado Pedra-2; S: referente ao isolado Santa-Adelia; F: referente
20 isolado Fleishmann

6.1.6. Arvore Filogenética dos isolados de Saccharomyces
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A Figura 11 (A — C) mostra as arvores filogenéticas construidas usando sequéncias dos genes parciais da
regidao ITS e 285-nr LSU respectivamente, dos trés isolados de leveduras selecionadas do processo de fermentagdo
etandlica juntamente com cepas de Saccharomyces de referéncia recuperadas do banco de dados de nucleotideos
(http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/blast). A escolha de actrescentar sequéncias do género Candida, Picchia, Dekkera e
Saccharomycodes justifica-se por ser o género de leveduras contaminantes mais comumente encontrados em processos
fermentativos (FLEET, 2008). As topologias das arvores filogenéticas, geradas pelo método Neighbor-Joining,

foram confirmadas pela topologia de arvore gerada pelo método da maxima verossimilhanga.
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Figura 11. A) Arvore filogenética baseada nas sequencias do gene ITS construida usando o método neighbor-joing.Leuconostoc
ditrenm CAG3 foi selecionado como grupo de fora (out group) e 5% substituicdes por sitio. B) Arvore filogenética utilizando a
sequéncia parcial do gene 28S-nr LSU com os primers U1/U2, construida usando o método neighbor-joing. Leuconostoc citrenm
CAG3 foi selecionado como grupo de fora (out group) e 5% substituicdes por sitio. C) Arvore filogenética utilizando a sequéncia
parcial do gene 28S-nr LSU com os primers D1/D2. Leuconostoc citrenm CAG3 foi selecionado como grupo de fora (out group) € 5%
substitui¢bes por sitio

*Os valores de bootstrap maiores que 60% estio mostrados nos internés. Nomes em negrito e com letras maiusculas pertencem 4s leveduras
isoladas deste estudo. Siglas sem negrito pertencem ao cédigo da sequéncia pertencente ao banco de dados de nucleotideos.

Analisando as arvores filogenéticas (Figura 11 A-C) notamos que a topologia foi semelhante para ambos
os genes, ITS e 28S, independente da regido amplificada, ficando os trés isolados deste estudo no mesmo né
juntamente com apenas cepas de S. cerevisiae. Resultados encontrados por Segura e colaboradores (2010) sugeriram
que normalmente as regides ribossomais 5.8S, 18S e 28S ndo sdo discriminatérias o suficiente quando comparava
individuos de espécies intimidamente relacionadas, no entanto, as regides ITS possuiriam maior variabilidade na
sequéncia, permitindo a identificagdo interespecifica (GARDES et al., 1991; HENRY et al., 2000; SOUZA, 2010).
Diferentemente, neste estudo notamos que tanto a regido I'TS quanto o gene parcial 28S foram discriminatérias o
suficiente para classificar os trés isolados como S.cerevisiae, entretanto, ndo foi possivel distinguir ao nivel de estirpe.

Estudos realizados por Schoch e colaboradores (2002) testaram seis regides do DNA visando encontrar
potenciais marcadores que fossem universais para o reino Fungi (DNA barcode): trés subunidades cistronicas do RNA
ribossomico nuclear (18S, 5.8S e 28S) foram comparadas com trés genes representativos que codificavam proteinas (
subunidade maior da RNA polimerase II, segunda maior subunidade da RNA polimerase II e proteina de
manuten¢ao do minicromossomo) e concluiram que embora regides codificadoras de proteinas frequentemente
tenham uma maior porcentagem de identificagdo correta quando comparadas com marcadores riboss6micos, alguns
entraves como pouca amplificagao no PCR, dificultando o sequenciamento, fizeram com que a regido I'TS ITS 1 +
ITS 2 + 5.85) fosse bem-sucedida para uma gama mais ampla de fungos, com uma variabilidade na sequéncia mais

claramente definida para classificagdes inter e intraespecificas. Além disso, em compara¢do com as subunidades
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nucleares, a subunidade maior (28S) teve um poder discriminatério ligeiramente menor que a regiao ITS, sendo
muitas vezes utilizada sozinha para a identificacdo de leveduras ou concomitantemente com a regiao I'TS (Schoch et
al,, 2002); ja a subunidade menor (18S), teve um poder discriminatério significativamente inferior ao ITS e 28S. Estes
resultados sustentam os resultados encontrados pelas arvores filogenéticas baseadas na regido ITS e 28S, que

classificaram os trés isolados como S. cerevisiae.

6.2. Preparo de amostras para identificagdo dos espectros referentes aos diferentes

microrganismos utilizando o sistema MALDI-TOF Bruker Microflex

6.2.1. Otimizacao do preparo das amostras bacterianas para aquisi¢ao por MALDI-

TOF MS

Para a escolha do modo de aquisi¢do do perfil espectral dos isolados bacterianos, seleciononamos quatro
isolados de maneira aleatéria, sem identificacdo prévia (denominados de Microrganismo A, B, C e D), os quais foram
submetidos a quatro diferentes metodologias de extracdo proteica, diferentes modos de aplicagdo da amostra na
placa do MALDI e diferentes concentragdes das matrizes. Os resultados dos espectros de cada isolado utilizando
diferentes tratamentos (denominados de T'1, T2, T3, T4) podem ser visualizados na Figura 12. Foram avaliados cada
espectro individualmente levando em consideragdo a qualidade do espectro obtido, o grau de ruido, numero de picos
e a reprodutibilidade em relacdo aos diferentes microrganismos, pois o método de extragdo escolhido teria que
produzir espectros com qualidade suficiente para uma boa identificagdo, independentemente da espécie do isolado.
Posteriormente, os dados brutos foram contrastados com os espectros do banco de dados MALDI-Biotyper para
verificar qual tratamento obtinha a maior nota (log (score)) e, consequentemente, o melhor método de identificagéo.
Os valores das notas obtidas pelo Biotyper dos microrganismos A, B, C e D, separadamente, submetidos aos

diferentes tratamentos (T'1, T2, T3 e T4) estdo no Grafico 1.
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Figura 12. Comparagio do perfil proteico espectral dos microrganismos A, B, C e D submetidos a diferentes metodologias
de extragio.

*Ordenada = intensidade relativa; abcissa = massa / catga (/3); T1 = tratamento nimero um; T2 = tratamento nimero dois; T3 =
tratamento nimero trés, T4 = tratamento nimero quatro.
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Analisando a Figura 12, notamos que o tratamento dois (T2), método baseado em Posteraro e
colaboradores, (2012) foi o método em que mais picos foram identificados, com menor ruido e com maior
qualidade, principalmente quando analisamos os microrganismos C e D, talvez por ser o unico método que possua
uma etapa adicional de adi¢io de etanol absoluto entre a aplicagio da amostra e da matriz na placa, permitindo,
possivelmente, uma maior secagem e limpeza da amostra, possibilitando uma melhor cristalizacdo da matriz e,
consequentemente, uma ionizacio mais branda e eficiente da amostra. Além disso, foi o método de extracio com
menor numero de passos, sem centrifugacoes, permitindo o desenvolvimento de uma metodologia mais robusta e
simplificada. Ja o tratamento quatro (T4), método baseado em Alatoom e colaboradores, (2011) teve a pior
performance em todos os quatro isolados, com o petfil espectral com menor qualidade. Provavelmente, por ser o
método com o maior numero de lavagens e centrifugacdes e, além disso, ser o Gnico a utilizar a mattiz em solucido
saturada com apenas 30% de acetotonitrila e 0.1% de acido trifluoroacético, o que pode ter prejudicado a ionizacio,
ja que o acido trifluoroacético auxilia na ionizag¢do de moléculas com alta massa molecular, como as proteinas, que
sdo naturalmente mais dificeis de serem ionizadas. Ja nos outros tratamentos foram utilizados quantidades maiores
dos dois reagentes, 2,5% de acido trifluoroacético e 50% de acetonitrila, o que pode ter melhorado a ionizagao.

Relacioando os espectros de massa (Figura 12) com suas respectivas notas pelo banco de dados Biotyper
(Grafico 1), indubitavelmente nota-se que a qualidade do espectro influenciou diretamente no poder classificatério
do banco de dados, sendo que o T2, com maior qualidade espectral, teve consequentemente, as maiores notas de
simetria entre os espectros dos quatro microrganismos e os espectros de referéncia; ja o T4, com a pior qualidade

espectral, também teve as piores notas pelo banco de dados Biotyper.

Score
25

mT1

mT2

HT3
mT4

Microrganismos

Grafico 1: Correlagio entre o perfil espectral obtido por MALDI-TOF MS dos microrganismos A, B, C e D
submetidos a diferentes tipos de preparo e aplicacdo de amostra (T'1, T2, T3 e T4) e as notas correspondentes das
identifica¢Ges realizadas pelo banco de dados Biotyper.

*Ordenada: valor de log score do banco de dados Biotyper em relagdo a simetria espectral entre os espectros dos microrganismos A, B, C e D ¢ os
espectros do banco de dados; Abcissa: identificacio dos microrganismos; Tn: refere-se aos diferentes preparos e aplicaces de amostra para
aquisigao dos espectros de massa.
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Ap6s a escolha do melhor método para aquisicdo do espectro foram realizados testes para verificar a
quantidade de células ideais (1 pg, 2 ug ou 4 pg) para obter um espectro com qualidade, permitindo a identificacdo
pelo software biotyper. Para os testes foram selecionados os quatro microrganismos utilizados para os testes
anteriores (A, B, C e D) e foram adicionados outros dois microrganismos (E e F). Os dados brutos adquiridos por
MALDI-TOF MS foram adicionados ao Biotyper para a identificacdo espectral e de acordo com o grau da simetria
dos espectros dos isolados com os espectros de referéncias do banco, remetia um score de 0 (minimo score) a 3

(maximo score). Os valores das notas obtidas por cada um dos microrganismos em diferentes concentra¢Ses

celulares, 1pg, 2 Ug e 4 Pg, podem ser visualizados no Grafico 2.

Log Score
25
2.4
2.3
Quantidade
2.2 Celular
2.1
B 1lug
2
B 2ug
19
N 4pg

18
17
16

15 Microrganismos

A B C D E F

Grafico 2: Correlagio entre o valor de score obtido pelo banco Biotyper e a quantidade celular de cada
microrganismo na obtenc¢ao do perfil espectral por MALDI-TOF MS.

*Ordenada: valor de log score do banco de dados Biotyper em relagdo a simetria espectral entre os espectros dos microrganismos A, B, C, D, E e
F e os espectros do banco de dados; Abcissa: identificagio dos microrganismos; Quantidade celular: refere-se a quantidade de células inicial
utilizada para realizar a extracio proteica.

Analisando o grafico 2 notamos que o valor do score obtido pelo Biotyper foi maior quando usamos uma

quantidade menor de células (1 Pg) para todos os microrganismos. Além disso, notavelmente houve um decréscimo
da simetria espectral em relagdo a identificacdo utilizando o banco com o aumento da concentragdo celular. Estudos
realizados por Moothoo-Padayachie e colaboradores (2002), tentando otimizar o preparo de amostra e aquisi¢do
espectral de isolados de S. cerevisiae também testou o efeito da quantidade de células no poder de identificacdo do
Biotyper e notou que com o aumento celular houve um decréscimo do score remetido pelo banco de dados,
especificamente, quando a quantidade de células foi acima de 108 Por se tratar de um equipamento de alta
sensibilidade e a qualidade do espectro ser altamente dependente da polimerizagio da mattiz na amostra, uma grande
quantidade celular pode saturar a matriz, ndo havendo uma polimerizagio adequada, afetando negativamente a
aquisicio espectral quando comparado com espectros de banco de dados. Entretanto, apesar da diminui¢io do score,
ndo houve perda substancial na identificacio, sendo que todas as concentra¢des celulares utilizadas remeteram a

classificacdo da mesma espécie de microrganismo. Desta forma, correlacionando os resultados obtidos do gréifico 2,
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concluimos que quando a extracdo de proteinas foi feita a partir de 1yg de células, obteve-se o melhor resultado em

relacdo a identificagao espectral.

6.2.2. Preparo das amostras de leveduras para aquisi¢cao por MALDI-TOF MS

Os resultados da aquisicio dos espectros dos isolados de leveduras Pedra-2 e Santa-adélia submetidos a
dois métodos de extracdo proteica, baseado em Posteraro e colaboradores (2012), denominado como Método-P e,
em Lauterbach e colaboradores (2017), denominado como Método-L, podem ser visualizados a Figura 13 (A e B).

Analisando o perfil espectral de ambos isolados, notamos claramente que o método-P utilizado para
bactérias ndo obteve o mesmo resultado satisfatério para leveduras e que o método-L foi o que mais picos foram
identificados, com menos ruido e com maior qualidade, principalmente para o isolado Santa-Adélia. Essa diferenca,
provavelmente ¢ justificada pelas diferengas moleculares e estruturais entre microrganismos procariotos e eucatiotos.

Estruturalmente, as bactérias possuem paredes celulares compostas por peptideoglicano (90% da
composi¢ao em bactérias gram-positivas e 10% em bactérias gram-negativas), um polissacarideo formado por cadeias
alternadas de N-acetilglucosamina e acido N-acetilmurdmico que sio interligadas por meio de ligagbes peptidicas
cruzadas. Ja as paredes das leveduras sio compostas principalmente por polissacarideos de glicose (8-1,3- e 3-1,6-
glucanas), manose (ligados a protefnas na parte externa da parede) e N-acetilglicosamia (em pequena quantidade).
Outra diferenca estd na estruturacdo celular, células bacterianas nio possuem nucleo compartimentalizado,
possuindo o DNA condensado (nucledide) sem membrana nuclear, ndo havendo separacio do material genético
com o citoplasma, desta forma todo o DNA, ribossomos e proteinas ficam expostos no citoplasma. Ja as células de
leveduras, por serem eucaridticas, possuem nucleo com membrana, separado do citoplasma, DNA condensado na
forma de cromatina e compartimentalizacio celular (Antonini, 2012). Molecularmente, pela auséncia de
compartimentalizacdo, nas bactérias o processo de transcricio e tradugdo ocorrem simultaneamente, ou seja, as
proteinas sdo produzidas juntamente com a leitura do RNA mensageiro. Ja em leveduras, enquanto a transcrigao
ocorre no nucleo, a traducido ocorre no citoplasma, havendo o processamento do RNA mensageiro antes de ser
transformado em cadeia polipeltidica, além de possuir membranas com seu proprio DNA, como mictocondrias e
varias proteinas dentro de outros compartimentos celulares. Desta forma, considerando todas as peculiaridades
citadas de microrganismos eucariotos, o método de extracdo proteica mais elaborado, com etapas de rompimento
celular, lavagens e centrifugacoes e com maior concentracdo de acido férmico permitiu uma aquisico espectral mais

eficiente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lauterbach%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792944
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Figura 13. A) Comparagio do perfil proteico espectral dos isolados de leveduras Pedra-2 e Santa-Adélia submetidos a
diferentes metodologias de extragdo. B) O valor de log score obtido pelo MALDI-Biotyper de cada isolado de acordo com o
método de extracdo utilizado e suas respectivas classificagoes.

*Ordenada = intensidade relativa; abscissa = massa / carga (7/3); T1 = tratamento nimero um; T2 = tratamento nimero dois; T3 = tratamento
namero trés, T4 = tratamento nimero quatro.

6.3. Aquisicdo dos espectros de Lactobacillus e andlise dos dados obtidos por MALDI-

TOF MS

6.3.1. Perfil proteico espectral de isolados de Lactobacillus comerciais em meio

MRS para validagao da técnica MALDI-TOF para identificagao microbioldgica

Para verificar se a técnica era eficaz para discriminar isolados de Lactobacillus, alguns isolados disponiveis

no banco de dados de Lavras (CCMA), previamente identificados, foram submetidos a extracdo proteica, preparo e
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aplicagdao da amostra baseados no método de Posteraro e colaboradores (2012), o qual teve melhor performance para

bactérias e os resultados dos perfis espectrais podem ser visualizados na Figura 14.
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Figura 14. Perfil spectral dos isolados de Lactobacillus pertencentes a cole¢io microbioldgica de Lavras (CCMA) obtido por
MALDI-TOF a pattir do crescimento microbiano em meio MRS.

*Ordenada: intensidade telativa; abcissa: massa / catga (7/3); Nomes no canto superior esquerdo: classificagio dada pelo banco de dados de
Lavras.

Notavelmente os espectros de massas forneceram perfis espectrais caracteristicos para cada espécie
analizada, sendo semelhantes entre isolados da mesma espécie, evidenciando um padrio espectral. Entretanto,
quando utilizamos o banco de dados Biotyper como referéncia para a identificacio por similaridade espectral, dos 7
isolados testados, apenas os isolados 0516 e 0359 possuiram um score alto o suficiente que permitia confiabilidade na
discriminagio a nivel de espécie, todos os outros isolados tiveram notas que permitiram apenas confiabilidade ao
nivel de género, Lactobacillus. Esses resultados mostram que as impressoes digitais ao nivel de género sdo mais
consistentes, permitindo uma identificacio confidvel por similaridade espectral de maneira mais robusta, mesmo
quando os espectros do banco de dados provieram de microrganismos clinicos. Entretanto, para a identifica¢do com
alta confiabilidade a nivel de espécie, é necessiria uma sobreposicao espectral mais similar entre o nimero de 7/z e
as intensidades dos picos, discernindo entre isolados de diferentes ambientes. Contudo, é necessario salientar que
apesar do scote nio ter sido alto o suficiente para a identificagdo precisa ao nivel de espécie, estipulado pelo
Biotyper, todas as espécies sugeridas com o score para identificagdo ao nivel de género foram correspondentes. Essa

contestacio so6 foi possivel devido a identificacdo génica prévia dos microrganismos, se tratassem de microrganismos



64

desconhecidos da area agricola, dificilmente terfamos uma identificagao confiavel ao nivel de espécie apenas com os

microrganimos ja depositados no banco de dados Biotyper.

6.3.2. Perfil espectral de isolados de Lactobacillus comerciais em diferentes meios

de cultura

Os perfis espectrais dos trés microrganismos comerciais adquiridos em diferentes meios de cultura podem
ser visualizados na Figura 15 (A - C) com suas respectrivas notas e classificacdes pelo banco de dados Biotyper
(Figura 15 — D).

Analisando os pertfils espectrais dos microrganismos adquiridos em diferentes meios, notamos que houve
regides variaveis de acordo com o meio de cultura utilizado, principalmente quando a fonte de agucar foi trocada
pelo D-sorbitol. Contudo, grande patte dos /3 dos picos mantiveram-se os mesmos, sendo caractetisticos do
microrganismo, com varia¢do apenas na intensidade relativa. Estudos fisiolégicos e protedmicos realizados por Long
e colaboradores (2002) indicaram que diferentes nutrientes no meio de cultura poderiam afetar o padrao de proteases
em bactérias da espécie Bacillus subtilis e Serratia marcercens. Arnold e colaboradores (1999) mostrou que havia varia¢oes
nos petfis espectrais de Escherichia coli quando estes eram adquiridos ao longo da curva de crescimento microbiano.
Além disso, de acordo com estudos com proteémica utilizando eletroforese bidimensional, Choe, Chen e Lee (1999)
constataram que Bacillus subtilis e Escherichia coli quando crescidos em meio minimo ocorriam mudangas na expressiao
proteica e na composicio do envelope celular em comparacio com o meio complexo e producio de diferentes
polimeros da parede celular. Particularmente, os niveis de galactose e galactosamina variaram em estirpes de B. subtilis
cultivadas em meio rico nutritivo versus meio minimo semidefinido com fosfato, demonstrando a variabilidade na
composicio celular (FOX et al.,2000). Adicionalmente, outros estudos relataram numerosos genes cuja expressio foi
alterada pelo crescimento em meio com uma fonte minima de sais ou carbono versus um meio rico complexo
(PETERSOHN et al., 2001).

Em contrapartida, Bernardo e colaboradores (2002) ao crescer bactérias do género Staphylococcus em
dois diferentes meios de cultura mostrou que nao houve alteracio significativa nos perfis de MALDI-TOF MS. E,
posteriormente estudos realizados por Valentine e colaboradores (2005) com diferentes bactérias constataram que
enquanto algumas proteinas diferentes sdo produzidas por bactérias vegetativas quando sio cultivadas em diferentes
meios de crescimento, a identifica¢do positiva com MALDI-TOF MS ainda foi possivel e, concluiram que havia um
conjunto de protefnas nucleares que permaneciam constantes no espectro mesmo quando as bactérias eram crescidas
em quatro diferentes meios de cultura, desde o meio minimo até o mais complexo, e que as analises das proteinas
intactas por MALDI-TOF MS mostrou-se ser uma técnica de identificagdo consistente.

Os resultados e conclusées de Valentine e colaboradores (2005) corraboram com os resultados
encontrados neste estudo, pois por mais que houvessem variacdes em regides do espectro (Figura 15 A- C), quando
os espectros foram comparados com o banco de dados espectral do Biotyper (Figura 15 —D) remeteram a
identificagdo da mesma espécie, ndo havendo perda substancial na identificagdo. Além disso, ja foi constatado que a
maioria das protefnas ionizadas cujo sinal é detectado por MALDI-TOF, ¢é de origem ribossomal sendo uma técnica

eficiente para biomarcadores.
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Figura 15. Perfil espectral dos microrganismos 0359, 0439, 0516 adquiridos por MALDI-TOF MS em quatro meios de
cultura: meio MRS sélido, meio MRS liquido, meio YEPD e meio MRS D-sorbitol e suas respectivas notas e classificagbes

utilizando

o banco de dados Biotyper.

Proteinas ribossomais podem ser usadas como biomatrcadores por possuirem alta conservacio genética e

expressdo constitutiva, nao variando de acordo com o meio (TERAMOTO et al., 2007). Esta alta conservacio

genética esta relacionada a func¢do primordial destas proteinas, as quais auxiliam na conformacio tridimensional do

ribossomo para que a sintese protéica ocorra de forma eficiente. Entretanto, podem aparecer eventualmente outras

proteinas que estdo presentes em maior quantidade (TERAMOTO et al.,, 2007; ASSIS, 2011), o que justifica os

espectros diferenciais da Figura 15.

Além disso, do ponto de vista molecular, organismos procariéticos possuem caractetisticas que podem ser

agravantes na obten¢do do espectro, tais como: a) o genoma nao estd organizado em cromossomos, estando
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prontamente disponivel para a transcricio; assim, enquanto em organismos eucatiéticos Os genomas estio
“desligados” a ndo ser que ativados, em procariéticos o genoma sempre estd “ligado” a ndo ser que reprimidos por
algum mecanismo de regulacio; b) o genoma esta organizado em operdn, sendo que um promotor ¢ responsavel pela
regulagdo de uma cascata de genes intimidamente relacionados, os quais sdo transcritos em um unico RNA
mensageiro (RNAm); ¢) consequentemente, os principais mecanismos de regulagio génica sio pré-transcricionais; e,
d) por nio possuirem compartimentalizagio celular, consequentemente a informagdo contida na molécula de DNA ¢
transcrita e traduzida em proteinas quase que instantaneamente, proporcionando uma rapida resposta fisiologica e
adaptacdo em relagdo ao meio.

Por fim, apesar das diferencas nas assinaturas espectrais serem observadas quando o mesmo
microrganismo foi crescido em diferentes meios, ressalta-se que a identificacio ndo foi ambigua ou seriamente
prejudicada pelo banco de dados Biotyper, pois ainda persistiram fons diagnosticos relevantes que permitiram a
identificacdo correta das cepas de Lactobacillus. Entretanto, a partir dos dados obtidos nesse estudo e no interesse de
manter um protocolo padronizado para criagdo de um banco de dados, é aconselhavel utilizar 0 mesmo meio de

cultivo para a biotipagem de isolados de Lactobacillus.

6.3.3. Perfil proteico espectral dos isolados de Lactobacillus do processo de

fermentacao etandlica

A figura 16 mostra o perfil espectral obtido por MALDI-TOF de todos os isolados do processo de
producio de etanol pertencentes ao género Lactobacillus, crescidos previamente em meio seletivo MRS com 4gar, com
suas respectivas identificacSes utilizando o banco de dados espectral Biotyper, acrescidos os espectros dos sete
microrganismos comerciais em um banco de dados complementar interno ao software e pelas arvores filogenéticas
baseadas nos genes 16S tDNA, phES e groEL.

Nota-se que os espectros de massas de bactérias forneceram impressGes espectrais especificas que
permititam o agrupamento de espécies em relagdo aos valores de /7, nimero e intensidade dos picos semelhantes,
sendo pelo menos um pico especifico com alta intensidade foi observado para cada espécie (Essas caracteristicas
podem ser visualizadas de forma mais detalhada na Figura 17). Levando-se em considera¢do a classificacdo obtida
pelo banco de dados Biotyper (Figura 16, canto superior direito), os isolados foram agrupados em trés espécies
distintas: L.paracases, L.plantarum e L.fermentum. Ressalta-se que a identificacdo espectrométrica utilizada na figura
refere-se a maior nota obtida de acordo com a similaridade do espectro do isolado do estudo em relagio ao espectro
de referéncia do banco de dados. Desta forma, notavelmente os espectros dos microrganismos agricolas adicionados
como um banco de dados interno particular obtiveram as maiores correspondéncias, evidenciando a particularidade
espectral dos microrganismos de cada area.

Primeiramente, analisando os espectros classificados como L. paracasei pelo Biotyper, notamos que os
picos mais intensos (7/z 5.301, 5891, 4448, 9394), foram também os mais caracteristicos dessa espécie em relagio
aos espectros classificados como L.plantarum e L.fermentum. Entretanto, ndo houve qualquer distingio entre os
isolados I.paracasei e IL.casez, discriminados previamente nas analises filogenéticas baseadas nos genes housekeeping.
Estudos realizados por Duskova et al. (2012) visando a identificacdo de diferentes espécies de Lactobacillus em
produtos alimenticios, também observaram que as espécies identificadas molecularmente como L.casei foram

erroneamente classificadas como L.paracasei pelo banco de dados Biotyper. Uma hipétese seria devido ao banco de
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dados Biotyper possuir apenas 1 isolado caracterizado como L.casei ¢ nenhum isolado dessa espécie no banco de

dados interno desenvolvido neste estudo.
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Figura 16. Perfil spectral dos isolados de Lactobacillus do processo de produgio de etanol, crescidos em meio seletivo MRS, por
MALDI-TOF e suas respectivas identificagdes moleculares e espectrométricas.

*Ordenada: intensidade relativa; abcissa: massa / carga (72/3); 1-29: ordem numérica dos espectros; sigla escrito em negrito no canto supetior
direito: identificacio do microrganismo deste estudo; B: identificagdo obtida pelo banco de dados espectral Biotyper; R: identificagio obtida pela
arvore filogenética baseada no gene 16S rDNA; P: identificacdo obtida pela arvore filogenética baseada no gene pheS; G: identificagio obtida pela
arvore filogenética baseada no gene gwEL; L.: abreviacio de Lactobacillus.

. Entretanto, ha 16 isolados caracterizados como L.paracasei (15 pelo banco Biotyper e 1 pelo banco
interno deste trabalho), havendo, portanto, uma grande variabilidade espectral dos L. paracasei permitindo a
sobreposicio espectral dos isolados deste estudo com diferentes isolados do banco de dados, o que ja nio é possivel
havendo apenas 1 isolado, pois a identificagdo por similaridade espectral fica restrita a apenas um espectro de
referéncia, principalmente tratando-se de duas espécies muito proximas que possivelmente compartilham os mesmos
picos caractetisticos (por exemplo 7/z 4450, 5300, 5892) além de ndo ter uma descri¢do taxondémica muito clara
dessa espécie (DUSKOVA et al., 2012). Contudo, curiosamente, podemos notar que todos os isolados classificados
como L.casei pelo gene groELL ( Micro_12, Micro_14, Micro_15, Micro_16 e MR1), representados pelos espectros de
massa de numero 10, 12, 13, 15 e 18, respectivamente (Figura 16, canto superior esquerdo) apresentaram uma
caractetistica singular no petfil espectral: o pico mais intenso foi o de 7/z 5891, enquanto todos os outros isolados
classificados pelo gene groEL como L.paracasei, tiveram como pico mais intenso o de »/z 5.300. Isso mostra que
houve uma correlagio negativa entre os dois picos, ou seja, sempre que um aumentava, o outro diminufa, mostrando
que possivelmente as duas espécies compartilham os mesmos picos caracteristicos, entretanto de intensidades
relativas diferentes. Contudo, apesar da mudanca sutil do perfil espectral e a classificagio filogenética desses isolados
como L.casei utilizando o gene groEL, ndo houve unanimidade para a classificagdo destes isolados quando utilizado os
outros dois genes, pheS e 16S rDNA que reforcasse essa possivel evidéncia, podendo apenas ser uma caracteristica de
diferentes estirpes de L. paracasei. Desta forma, evidenciamos que tanto geneticamente, quanto
espectrometricamente, os isolados pertencentes ao grupo L. casei sao muito dificeis de serem discriminados.

Analisando os espectros de massa classificados como L.plantarum (espectros numerados 19 a 25, canto
superior esquerdo da Figura 16) notamos que uma caracteristica comum a todos os isolados foi a presenca de um
pico /% 5188 mais intenso e caractetistico da espécie. Ao contratio dos isolados classificados como L.paracasei, nio

houve ambiguidade na classificacdo dos isolados L.plantarum em relagio a classificagdo baseada nos dois genes

T
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housekeeping, tornando-os mais facéis de serem identificados, apesar de, notavelmente, possuirem menor quantidade
de proteinas passiveis de ionizagio, resultando em uma menor quantidade de picos no espectro. O mesmo ocorreu
com os dois isolados classificados como L.fermentum (espectro numerado 26 e 27), que foi classificado como
pertencente a mesma espécie pelos trés genes e pelo banco de dados Biotyper, tendo dois picos mais intensos
caracterfsticos com /z 4607 e 5020, respectivamente. Novamente, DUSKOVA et al. (2012) obteve resultados
semelhantes em relacdo a classificacio dos isolados pertencentes as espécies L.plantarum e L.fermentum, as quais
tiveram a mesma classificagdo tanto pelo gene 16S rDNA quanto pelo Biotyper em 86% e 75% das vezes. Desta
forma, analisando os resultados de maneira geral, 97% dos Lactobacillus tiveram a mesma classificacdo que o gene pheS
e 81% que o gene groEL, diferenciando apenas em relagdo aos isolados classificados como L.casei pelos genes
honsekeeping.

Para visualizar mais detalhadamente quais regiGes espectrais eram constantes e quais eram variaveis e, se
essa caracteristica era encontrada em todos os individuos da mesma espécie e, portanto, consideradas regies intra-
especificas, os isolados foram primeiramente separados em grupos de acordo com sua classificacio molecular. Desta
forma, 19 isolados formaram o grupo dos L. paracasei; 13 isolados do grupo L. plantarums; 3 do L. fermentuns; e 1 do L.
brevis.  Os arquivos provindos do MALDI-TOF MS, das 30 repeti¢cdes de cada isolado de cada grupo foram
visualizados no software ClinProTools (Figura 17).

Na Figura 17, sdo mostradas duas imagens que sio geradas concomitantemente no software: 1) um perfil
espectral relacionando a intensidade dos picos em unidades arbitrarias (eixo das ordenadas) e o valot de 7/ (eixo
das abcisas); 2) uma imagem que exibe todos os espectros carregados de todas as classes organizadas em uma
aparéncia de pseudo-gel e cada classe ¢é separada da proxima linha carregada por uma linha horizontal. O eixo das
abcissas registra o valor 7/3 ¢ o eixo das ordenadas do lado esquerdo exibe o nimero do espectro em execugio
originado do carregamento de espectros subsequente. A intensidade do pico é expressa por um cédigo de cores. A
barra de cores e o eixo das ordenadas do lado direito indicam a relac¢io entre a cor com a qual um pico ¢ exibido e a
intensidade do pico em unidades arbitrarias. Desta forma, analisando os espectros com suas respectivas visualiza¢Ges
em forma de pseudo-gel, nota-se que houve picos que permaneceram constantes em todas as repeti¢oes de todos os
isolados pertencentes a mesma espécie, quando foram crescidos no mesmo meio seletivo, MRS com 4gar.
Adicionalmente, nota-se que os picos mais intensos foram também os mais caracteristicos da espécie, havendo uma
correlagdo positiva entre a intensidade do pico e a presenga do mesmo em todos os isolados do grupo, intensificando
a possibilidade desses picos serem utilizados como biomarcadores intraespecificos. Para evidenciar quais seriam
extamente esses picos, os valotes de /3 que apareceram com 100% de frequéncia nas tepeticdes de todos os
isolados de cada grupo estdo listados na tabela 4.

A existéncia de valotes de /7 presentes em todos os isolados de uma espécie e, ainda, com alta
intensidade, proporciona a possibilidade desses picos serem usados como marcadores interespecificos, devido a sua
facilidade de ionizacdo e constincia, entretanto, para isso, tetia que ser avaliado em um acervo muito maior de
Lactobacillus. Contudo, de uma maneira geral, a identificacdo microbiolégica por meio de perfil espectral por MALDI-
TOF MS mostrou-se uma técnica de identificacdo consistente, reprodutivel e fidedigna, com potencial para

encontrar possiveis biomarcadores intraespecificos.
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Figura 17. Regides espectrais comuns de todos isolados de Lactobacillus crescidos em meio seletivo MRS com agar,
pertencentes a trés espécies distintas: L.paracasei, L.plantarum e L.fermentum, utilizando o software ClinProTools.

*Parte superior: perfil espectral representativo da espécie relacionando a intensidade do pico (unidades arbitrarias, eixo das ordenadas) e os valores
de /% (eixo das abcissas). Parte inferior: pseudo-gel com todas as repetigoes carregadas de cada microrganismo que relaciona os valores de 7/
(eixo das abcissas), nimero do espectro em execucao (eixo das ordenadas esquerdo) e a intensidade do pico de acordo com a escala de cores (eixo
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Tabela 4. Valores de m/z presentes em 100% das repeticdes de todos os isolados de cada grupo de espécies.

m/z com 100% de frequencia em cada grupo

L.paracasei L.plantarum L. fermentum

5300* 5185* 3346
5890 5222 3441
6752 5733 4607*
6846 4718
6965 6564
7480 6972
8412 8141
9395 9057

9280

9432

*0 asterisco (*) ao lado do niimero significa que foi 0 m/z com maior intensidade do grupo.

6.3.4. Comparacdao do poder discriminatério para identificacdo de isolados de
Lactobacillus ao nivel de espécie entre o banco de dados do Biotyper e o

banco de dados interno desenvolvido

Para verificar se haveria um aumento substancial na porcentagem dos isolados que seriam identificados ao
nivel de espécie com a adici¢do dos espectros de microrganismos do processo de fermentac¢io etandlica ao banco de
dados, foram compatrados os scores correspondentes de todos os microrganismos em relacio ao banco de dados
oficial do Biotyper e em relagio ao banco de dados interno criado neste estudo. Os resultados das comparagGes
podem ser visualizados na Tabela 5.

Nota-se que 51% do total dos microrganismos ndo foram identificados ao nivel de espécie por nenhuma
repeticdo técnica ou bioldgica quando foi utilizado apenas o banco de dados Biotyper como referéncia, enquanto que
utilizando os mesmos microrganismos contra o banco de dados interno criado neste trabalho, 97% dos
microrganismos tiveram alguma porcentagem na identificagdo das suas replicatas técnicas e bioldgicas ao nivel de
espécie, sendo que 86% dos microrganismos tiveram o score acima de 2.3 em 70% das repeti¢oes e 22% tiveram
score acima de 2.3 em 100% das repeticbes. Além disso, 17% dos microrganismos tiveram alguma repeticdio com
score insuficiente para qualquer tipo de classificagdo, tornando a classificagdo invalida quando foi utilizado o banco
Biotyper, enquanto que utilizando o banco de dados interno, nenhum microrganismo obteve classificacio invalida.

Entretanto, 51% dos microrganismos foram classificados ao nivel de género com confiabilidade (score
entre 2 ¢ 2.299) em mais de 60% das suas repeti¢des quando utilizado o banco de dados Biotyper, evidenciando que
as impressdes digitais ao nivel de género sio mais consistentes do que ao nivel de espécie quando se utiliza um banco
de dados com isolados clinicos. De maneira geral, 22 dos 35 microrganismos testados tiveram um aumento de 57 a

100% das repeti¢oes identificadas ao nivel de espécie quando utilizado o banco de dados interno.
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Tabela 5. Porcentagem das repeti¢des técnicas e bioldgicas dos isolados comerciais e isolados do processo de fermentacio
ctandlica que foram classificados de acordo com o score de similaridade espectral entre o banco de dados oficial do Biotyper
e o banco de dados interno desenvolvido neste estudo. A classificagio ¢ dividida em 4 categorias pelo proprio software: 1)
Scores acima de 2.300 = alta probabilidade de identificagio ao nivel de espécie; 2) Score entre 2 e 2.299 = Identificagio
segura a0 nivel de género e provavel de espécie; 3) Score entre 1.700 €1.999 Identificagio provavel do género; 4) Score
menor que 1.700 = identificacio nio valida

BANCO DE DADOS BIOTYPER BANCO DE DADOS INTERNO
IDE!\lT. IDENT. PROV. IDENT IDE’NT. IDENT. IDENT. PROV. IDENT IDEINT.
ESPECIE GENERO GENERO INVALIDA ESPECIE GENERO GENERO INVALIDA

CCMA_0354 0% 6% 79% 15% 94% 6% 0% 0%
CCMA_0355 0% 25% 75% 0% 98% 2% 0% 0%
CCMA_0359 | 45,8% 52% 4% 0% 79% 20% 0% 0%

CCMA_0383 23% 74% 3% 0% ausente ausente ausente ausente
CCMA_0489 0% 70% 20% 14% 20% 70% 10% 0%
CCMA_0516 58% 38% 4% 0% 96% 4% 0% 0%
CCMA_0201 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
MICRO_1 16% 77% 6% 0% 97% 3% 0% 0%
MICRO_2 13% 79% 8% 0% 71% 25% 4% 0%
MICRO_3 50% 50% 0% 0% 97% 3% 0% 0%
MICRO_4 37% 60% 3% 0% 100% 0% 0% 0%
MICRO_5 3% 97% 0% 0% 97% 3% 0% 0%
MICRO_6 0% 0% 90% 10% 60% 40% 0% 0%
Micro_7 53% 33% 13% 0% 90% 10% 0% 0%
MICRO_8 0% 10% 54% 36% 64% 25% 11% 0%
MICRO_9 71% 26% 3% 0% 98% 2% 0% 0%
MICRO_10 96% 4% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
MICRO_11 0% 88% 12% 0% 88% 12% 0% 0%
MICRO_12 0% 75% 25% 0% 71% 29% 0% 0%
Micro_13 97% 3% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
Micro_14 61% 39% 0% 0% 97% 3% 0% 0%
Micro_15 24% 73% 3% 0% 97% 3% 0% 0%
Micro_16 24% 73% 3% 0% 97% 3% 0% 0%
Micro_17 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
Micro_18 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
Micro_20 0% 63% 37% 0% 0% 79% 21% 0%
Micro_22 0% 80% 20% 0% 70% 27% 3% 0%
Micro_24 0% 26% 45% 29% 71% 23% 6% 0%
Micro_26 65% 35% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
Micro_27 0% 3% 97% 0% 53% 47% 0% 0%
Micro_31 64% 36% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
Micro_32 0% 57% 43% 0% 79% 21% 0% 0%
Micro_33 0% 9% 59% 32% 25% 50% 25% 0%
MR1 0% 97% 3% 0% 84% 16% 0% 0%
Ms1 34% 60% 6% 0% 91% 9% 0% 0%
D1_3_3RM 0% 96% 4% 0% 84% 16% 0% 0%
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Ressalta-se que toda vez que era utilizado o banco de dados interno, o microrganismo a ser identificado
era retirado do banco antes da identificacdo, desta forma ndo ocorria a sobreposi¢ao com os espectros do proprio
microrganismo resultando num score muito alto, evitando, assim, uma identificacdo falso-positiva. Além disso, o
isolado denominado CCMA_0383 foi retirado para o calculo das porcentagens, pois ndo havia nenhum outro isolado
pertencente a espécie L. brevis no banco de dados interno que possibilitasse a identificagdo do mesmo, restringindo a
identificacdo apenas utilizando o banco de dados oficial do Biotyper.

A partir dos dados mostrados na Tabela 5, claramente houve um aumento substancial do poder
discriminatério interespecifico com a mudanga do banco de dados oficial do Biotyper para um banco de dados
especifico de microrganismos agrarios brasileiros, melhorando a confiabilidade das identificagdes. Nota-se que a
identificacdo ao nivel de género é mais robusta, sendo eficaz em grande parte dos isolados utilizando um banco de
dados nio-especifico. Entretanto, para identificacdo ao nivel de espécie, a discriminacio espectral é mais sutil, sendo
necessario o desenvolvimento de um banco interno de isolados do mesmo ambiente. Estes resultados mostram a
importancia de construir um banco de dados proprios da biodiversidade microbiana encontrada nas dornas de

fabricacio de etanol brasileiro para a identificacdo rapida e precisa destes microrganismos.

6.3.5. Andlise estatistica multivariada de isolados de Lactobacillus a partir dos

dados de MALDI-TOF MS

Para verificar se as diferencas espectrais interespecificas ¢/ou as semelhangas intraespecificas encontradas
nos perfis espectrais eram também suficientes para distinguir estatisticamente os isolados em diferentes grupos, e,
desta forma, validar a eficiéncia discriminatoria da técnica, foram realizadas andlises estatisticas multivariadas
utilizando o conjunto de ferramentas online do MetaboAnalyst (versio 4.0), a partir de uma matriz de dados que
cotrelacionava os valores de 7/% de cada pico identificado com sua trespectiva intensidade relativa. As analises
estatisticas realizadas foram: analise de componentes principais (PCA) (dados nio mostrados), andlise de minimos
quadrados parciais discriminantes (PLS-D.A) (Figura 18-A), analise da importancia da variavel na projecao (I/IP score)
(Figura 18-B) e andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) (Figura 18-C). Esses métodos sio apropriados para
analisar conjuntos de dados com alta dimens@o, com o objetivo de obter uma visdao generalizada dos dados (PCA) e
uma modelagem classificatéria dos dados (PLS-DA).

A anilise de componentes principais (PCA) ¢ um método utilizado principalmente para compressido dos
dados, ou seja, reduz a alta dimensionalidade de dados multivariados em algumas dimensdes capazes de capturar as
principais fontes de variagdo dos dados, onde as varidveis originais sio combinadas de maneira linear a partir de
componentes principais e, consequentemente, dando uma visao preliminar da amostra, (HILARIO et al., 2004;
HILARIO e KALOUSIS, 2008). Ja a analise parcial de minimos quadrados discriminantes (PLS-DA) é uma extensio
do PCA, que desenvolve um modelo que objetiva a classificacio das amostras. Essa classificagao ¢ realizada por meio
de um modelo que leva em consideragdo a relagido entre duas matrizes, uma contendo a intensidade relativa de cada
pico do espectro com os valotes de 7/3 e outra contendo a filiagio de classes para cada amostra. O algoritmo
decompdbe as duas matrizes utilizando um nimero determinado de variaveis latentes, de forma que se obtenha a
maxima separacio entre as classes (MORS et al., 2000; SCHIOZER et al., 2012). Além disso, o PLS-DA também
realiza a validagdo cruzada, que € a retirada de um subconjunto de amostras do conjunto de calibragio e construcdo

do modelo utilizando apenas as amostras restantes e, subsequente aplicacdo do modelo utilizando as amostras retidas
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(NAES et al, 2002). Outro parimetro calculado importante é o coeficiente de determinagdo (R? do modelo
proposto, ou seja, ¢ a medida que define quio ajustado o modelo estd em relagio a amostra, representando a
qualidade do modelo. Os valores de R? sdo entre 0 e 1, sendo a qualidade do modelo mais alta quando o valor fica
mais préximo de 1. Mais um parametro de validagio da discrimina¢do do modelo é o Q2, o qual mostra a poténcia
de predi¢io do modelo.

A modelagem PLS-DA tém sido utilizada em varias areas da proteémica (LEE et al., 2003; NORDEN et
al., 2005; LILEY e CUPREE, 2006; PIERCE et al., 2006; FENG et al., 2011). Estudos proteémicos realizados por
Lee e colaboradores (2003) utilizaram a modelagem PLS-DA em dados de espectrometria de massas com 60.000
varidveis m/3 e reduziram o conjunto de dados para 545 varidveis m/z, identificando biomarcadores que
potencialmente contribuiram para a discriminacdo de amostras saudaveis e cancerigenas.

Desta forma, analisando a PLS-DA realizado com os dados deste trabalho (Figura 18-A) nota-se que os
dois primeiros componentes principais explicaram mais de 37.5% da separagdo dos grupos, sendo necessario 5
componentes para explicar 68% da separacio, permitindo a separagdo dos isolados em 4 grupos distintos e nio-
sobrepostos, identificados por 4 cores diferentes: L.paracasei (azul escuro), sendo o grupo com maior quantidade de
isolados; L.plantarum (azul claro), sendo o segundo com maior nimero de isolados; L. fermentum (verde); e por ultimo
o L. brevis (vermelho), com apenas 1 isolado e 30 repeti¢oes. A mesma classificacdo de cores e numero de isolados foi
utilizada para construir o dendograma a partir da analise hierdrquica de agrupamentos (Figura 18- C). Notavelmente,
os isolados de Lactobacillus também foram subdivididos em 4 grupos distintos, nio havendo sobreposicido sobre os
mesmos por nenhuma repeticdo. Contudo, houve uma divisdo prévia em 2 clusters principais, mostrando que os
isolados de L.fermentum e L.brevis eram espectralmente mais semelhantes entre si do que os isolados de L.paracasei e
L.plantarum, os quais ficaram juntos em outro cluster separado. Pelo dendograma, nio podemos inferir uma
proximidade evolutiva entre os isolados que ficaram no mesmo cluster, apenas podemos concluir que possuiam
picos com 7/ e intensidades relativas mais similares, provavelmente por compartilhatem alguns picos, entretanto, a
dissimilaridade entre os quatros grupos foi o suficiente para distingui-los em grupos distintos.

Ja a pontuagao VIP ¢é uma medida que resume a contribui¢do de uma varidvel para a constru¢iao do
modelo PLS-DA. A figura 18-B mostra os 15 valores de /7 (vatiaveis) que mais contribuitam para a discrimina¢io
dos grupos de acordo com a pontuacio VIP (eixo das ordenadas). Nota-se que mais da metade dos /g que mais
contribufram para o modelo sdo picos compartilhados apenas entre L.brevis (alta intensidade) e L.fermentum (baixa
intensidade) (/% 4607, 4464, 7302, 6883, 4515, 4592, 5034, 3669, 3672 ¢ 9057), o que provavelmente explica porque
esses dois isolados ficaram na mesma chave do dendrograma. Em contrapartida, os demais picos eram apenas

intensos em L. plantarum (m/ 3 2592, 5188, 5735), sendo caractetisticos desse grupo.
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Figura 18. A) Anilise de minimos quadrados patciais discriminantes (PLS-DA) utilizando valores de /3 ¢ intensidade trelativa
de todos os isolados de Lactobacillus separados em grupos de acordo com o componente 1 (cixo das abcissas, 14.5 %) e
componente 2 (eixo das ordenadas, 23%) e os valores de Q? e R? do modelo proposto. B) Importancia da variavel na projecio
(VIP score) utilizando os 15 valores de #/z (eixo das ordenadas, lado esquerdo) que mais contribuitam pala o modelo de
separacio PLS-DA com suas respectivas intensidades de acordo com a escala de cor, sendo vermelho referente aos picos mais
intensos ou especificos do microrganismo e verde aos menos intensos ou ausentes naquele microrganismo (eixo das ordenadas,
lado direito). C) Dendograma dos isolados de Lactobacilius de acordo com a sua similaridade espectral.

6.4. Aquisicao dos espectros de Saccharomyces e andlise dos dados obtidos por MALDI-

TOF MS

6.4.1. Perfil proteico espectral dos isolados de Saccharomyces

O perfil espectral obtido por MALDI-TOF MS das trés leveduras . cerevisiae selecionadas especificamente
para o processo de fermentacio e producido de etanol de usinas brasileiras e da levedura, também S.cerevisiae,
pertencente ao banco de dados da Universidade Federal de Lavras, isolada a partir da fermentacido de cacau, assim
como suas regides espectrais comuns, podem ser visualizados na Figura 19. Ressalta-se que todos os isolados foram
crescidos no meio seletivo YEPD, sob as mesmas condi¢cbes de cultivo, preparo e aplicagio de amostra na placa
MALDLI

Correlacionando o perfil espectral obtido pelo software Flex Analysis (3.0, Bruker) com a figura de

pseudogel que relaciona a intensidade dos picos com a intensidade de cor adquirido pelo software ClinProTools (3.0,

High

Low
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Bruker) apresentadas juntas na Figura 19, nota-se que os espectros de massa das leveduras forneceram impressoes
espectrais semelhantes, com picos compattilhados entre os quatro isolados, tais como /% 6015, 6210, 6537 ¢ 6987,
provavelmente caracteristicos da espécie. Entretanto, o isolado 0681 possuiu uma maior diversidade e quantidade de
picos, enquanto os isolados Santa-Adélia, Fleishmann e Pedra-2 possuiram perfis mais similares. Para verificar se as
diferengas nas assinaturas espectrais encontradas eram suficientes para discriminar os isolados em diferentes grupos,
foram feitas analises estatisticas multivariadas no Metabonalystic a partit de uma matriz de dados com todas as
repeti¢des, que correlacionava os valores de 7/% dos picos (com uma tolerancia de 10 daltons) com suas respectivas
intensidades relativas. As analises realizas foram: analise de componentes principais (PCA) (dados nio mostrados),
analise de minimos quadrados parciais discriminantes (PLS-D.4) (Figura 20-A), analise da importancia da varidvel na
projecio (VIP score) (Figura 20-B) e andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) acoplada a andlise de expressio
diferencial de acordo com a intensidade dos fons (Hear Map) (Figura 20-C).

Analisando a figura 20 como um todo, temos que a andlise estatistica PLS-DA com apenas dois
componentes (Componente 1 no eixo das abcissas e Componente 2 no eixo das odenadas) explicou 74% da
separag¢do dos grupos, sendo necessarios 5 componentes para explicar 100% da separacdo dos 4 isolados de
S.cerevisiae em diferentes grupos nao-sobrepostos (ilustrados de diferentes cores na legenda da Figura 20-A). Na
figura 20-B, temos os 15 valores de 7/% que mais contribuiram para a construgio do modelo PLS-DA de acordo
com a pontuicdo VIP (eixo das ordenadas) e suas intensidades relativas presentes em cada isolado. Nota-se que mais
de 50% dos 72/ g selecionados (72/% 3619, 6634, 4989, 3647, 5351, 11.599, 5801 e 4224) pela anilise de VIP score,
foram mais intensos no isolado 0681, evidenciando ser o isolado mais discrepante dos quatro analisados. Em rela¢io
20s mesmos picos, houve uma padroniza¢ido em relagio aos outros isolados, sendo sempre mais intenso no isolado
PEDRA-2, menos intenso em SANTA-ADELIA e praticamente inexistente em FLEISHMANN. Outra
caracteristica notavel foi a existéncia de 4 picos apenas nos isolados da fermentacio etandlica, 7/z 6986, 3494, 6948
e 6800, sendo sempre mais intenso no isolado SANTA-ADELIA.

J4 na figura 20-C, podemos obsetvar as diferentes intensidades exptressas de todos os valores de /3
indivualmente, comparando os 4 isolados e suas distribui¢ées no dendograma. Nitidamente percebemos que o
dendograma separou os isolados em 4 grupos distintos, nio sobrepostos e que os isolado 0681 ficou em uma chave
separada dos demais isolados da fermentagio etandlica, e que os isolados SANTA-ADELIA ¢ PEDRA-2 ficaram
mais proximos. Essa separac¢do ¢ mais nitida visualizando o perfil de intensidade ionica no Heat Map, em que
claramente percebe-se que cada isolado possui um perfil proprio, sendo os perfis dos isolados 0681 e
FLEISHMANN mais discrepantes e singulares, e os perfis de SANTA-ADELIA e PEDRA-2 mais proximos.

Estes resultados preliminares mostram que a técnica de identificagio por MALDI-TOF para leveduras
pode ser discriminatéria mesmo com individuos pertencentes a mesma espécie, evidenciando uma potencial
ferramenta para discriminacio de isolados de Saccharomyces selecionados para o processo de producio de etanol de
isolados de Saccharomyces que nao foram selecionados para o processo e, além disso, uma técnica promissora para a

distingao de cepas nao-Saccharomyces, contaminantes do processo.
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Figura 19. Perfil espectral dos isolados de Saccharomyces cerevisiae, crescidos em meio seletivo YEPD, obtido por MALDI-
TOF e suas respectivas regides espectrais compartilhadas.

*Parte superior: perfil espectral representativo da espécie relacionando a intensidade do pico (unidades arbitrarias, eixo das ordenadas) e os valores
de m/z (eixo das abcissas) pelo software FlexAnalysis (3.0, Bruker). Parte inferior: pseudo-gel com todas as repetigdes carregadas de cada
microrganismo que relaciona os valores de /3 (eixo das abcissas), nimero do espectro em execugio (eixo das ordenadas lado esquerdo) ¢ a
intensidade do pico de acordo com a escala de cores (eixo das ordenadas lado diteito) pelo software ClinProTools (3.0, Bruker).
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Figura 20. A) Anélise de minimos quadrados parciais discriminantes (PLS-DA) utilizando valores de 7/ e intensidade relativa
de todos os isolados de Lactobacillus separados em grupos de acordo com o componente 1 (eixo das abcissas, 51.9 %) e
componente 2 (eixo das ordenadas, 22.1%) e os valores de Q2 e R2 do modelo proposto. B) Importancia da varidvel na projecio
(VIP score) utilizando os 15 valores de /3 (eixo das ordenadas, lado esquerdo) que mais contribuiram pala o modelo de
separacdo PLS-DA com suas respectivas intensidades de acordo com a escala de cor, sendo vermelho referente aos picos mais
intensos ou especificos do microrganismo e verde aos menos intensos ou ausentes naquele microrganismo (eixo das ordenadas,
lado direito). C) Dendograma dos isolados de Lactobacillus de acordo com a sua similaridade espectral ¢ o Heat Map que
cortelaciona os valores de 7/z com uma escala de cor de acordo com a intensidade do pico relatada em cada isolado.

Investigando a capacidade da técnica de MALDI-TOF MS para biotipagem de cepas de leveduras,
selecionadas e contaminantes, na industria, foi realizado um teste preliminar a partit de amostra coletada

diretamente da dorna em escala industrial e em condi¢des 6timas de fermentagdao. Apds serem feitos diluicGes
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seriadas em meio de cultura para obtencio de colonias individuais com antibiético, 8 col6nias foram submetidas
ao preparo e aplicagio de amostra para obtencdo do perfil espectral proteico por MALDI-TOF MS.
Posteriormente, os dados espectrais brutos foram comparados com todo acervo do banco de dados Biotyper
com 7.311 perfis espectrais proteicos depositados, entre eles, 13 espectros de Saccharomyces cerevisiae, 2 espectros
de Dekkera e 77 espectros de Pichia, e espectros de outros microrganismos considerados leveduras
contaminantes do processo de producgdo de etanol, juntamente com os espectros dos quatro isolados deste

estudo, pertencente ao banco interno complementar. Os perfis espectrais e suas respectivas classificagoes e

notas obtidas pelo MALDI-Biotyper das oito leveduras podem ser visualizadas na Figura 21 A-B.

| 228 . Levedura_1
6212 B53s
5017 ETE
273 = .
== Elle) ES an £354 — -
- 7289 7922 Ba50 STD4
S L o e
E 22z Levedura_2
E B3 gayp 550
. ; - 5017 T T
E 2 1 4534 332 | = 7288 EERE] B:53  ETET 24s3 s7o3 sEa3
TN DL O W o I . . VO (.. - U ) T el s el
] _.=°-; Levedura_3
o) . SOBE3  geag
1 e == : e .
e BB = g7 T M z=n
] =) Levedura_4
sz EEIE
3520 4533 BoiE T
] 3105 \ —[ ] 5 - | ‘ 6288
2800 == I 7328 Ta22
IOTPRr w WL * W . I AN WO R U, PR, Y . W is wil SO S
3339
] 1 . Levedura_5
s:ns - -
] e | EE ,J\
3 T iz 5 732 a2 . -
ey 4534 5331 7221 s:50  &7Es 7 5653
e TAE 3 =moms s
1 e Levedura_6
- E211 - 288
2za7 = 5528
] 3 = - p— 7521
Zios ELr 4533 ES g8z 7287 732 EERE]
] = Levedura_7
3106 4 =08 5017 5536
] 3008 —? T sz | Ezag
] EEEY = 5352 l\;ey 7 -
2677 = 487 == SE1T ] 288 Tz
i _,M.ﬂlul'-.‘..k-vt_.a'uL\..,.‘--_.\...__m_,_,_ﬁ_._._.._,.._,__,_,_l A e, —
] 2=
s s '[ e Levedura_3
3106 7T 4534
=817 I 'IZD Ta
_MLLJJ&JJ\%MM~L~*M _—

3000 =000 Ta0a 8000 5000

mz

Log (Score)

Biotyper Classificagdo_Biotyper
Levedura_1 2.457 S. cerevisiae_Fleishmann
Levedura_2 2.436 S.cerevisiae_Pedra-2
Levedura_3 2.336 S.cerevisiae_Fleishmann
Levedura_4 2.38 S.cerevisiae_Pedra-2
Levedura_5 2.405 S.cerevisiae_Pedra-2
Levedura_6 2.454 S.cerevisiae_Pedra-2
Levedura_7 2.427 S.cerevisiae_Pedra-2
Levedura_8 2.41 S.cerevisiae_Pedra-2

Figura 21. A) Perfil espectral proteico das oito leveduras isoladas diretamente do processo de produgdo de etanol por
diluigdo seriada utilizando MALDI-TOF MS; B) e suas respectivas notas e classificagdes utilizando o banco de dados oficial
Biotyper, juntamente com o banco de dados complementar desenvolvido neste estudo.

*Ordenada: intensidade relativa; abcissa: massa / carga (7/3); Levedura_n: identificacio das colonias de leveduras isoladas; Log (score) Biotyper:
nota da simetria espectral dos microrganismos desconhecidos em relagao aos espectros do banco de dados.

Os resultados de log(score) do Biotyper mostraram que as 8 colonias tiveram a maior simetria espectral

com os espectros de leveduras do banco de dados interno e puderam ser diferenciadas em duas diferentes cepas,
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PEDRA-2 e FLEISHMANN, com um score acima de 2.3 (identifica¢do confiavel ao nivel de espécie). Desta forma,
os resultados revelaram que apesar de ter um acervo de S.cerevisiae maior no banco de dados oficial do Biotyper (13
isolados) em relacio ao banco de dados complementar (apenas 4 isolados), o log score foi maior quando comparado
com os isolados de S.cerevisiae do proprio processo. Estudos realizados por Moothoo-Padayachie e colaboradores
(2013) para biotipagem de cepas comerciais de S.cerevisiae por MALDI-TOF MS, também testaram o poder de
biotipagem da técnica para a industria de producio de vinhos, cervejas e etanol. Para isso, primeiramente, 20 cepas
provindas do Conselho de Pesquisa Agricola (Agricuitural Research Conncil — ARC), da Africa do Sul, tiveram seus
cédigos de identificagdo apagados e os seus perfis espectrais foram contrastados com os espectros de 44 isolados de
Saccharomyces cerevisiae pertencentes ao banco de dados complementar desenvolvido pelo estudo dentro do Biotyper.
Os 20 microrganismos foram classificados corretamente ao nfvel de género e espécie e 18 foram classificados
corretamente ao nivel de estirpe, portanto, MALDI-TOF MS foi capaz de identificar isolados de S. cerevisiae ao nivel
de género e espécie com 100% de precisio e ao nivel de estirpe com 90% de precisio. Posteriormente, em outro
teste, 7 isolados de leveduras foram obtidos de uma planta produtora de etanol industrial local e os perfis espectrais
obtidos foram também contrastados com o banco interno no Biotyper. Destas 7 cepas, apenas 4 foram identificadas
cotretamente, correspondendo as culturas de creme levedura puras. Ja as 3 cepas incortetamente biotipadas, foram
recuperadas de trés tanques de fermenta¢io problemiticos (com baixo rendimento de alcool), ndo sendo culturas
puras e, ficando agrupadas separadamente na analise estatistica PCA. O estudo sugere que o baixo rendimento de
etanol pode ter sido causado pela contaminagao da cultura pura e que a técnica MALDI-TOF MS mostrou ter um
grande potencial como ferramenta de identificacio rapida de linhagens industriais de S. cerevisiae ¢ em breve sera
aplicada para garantir a qualidade das culturas de leveduras e detectar contaminagdes que poderiam levar a grandes

perdas em larga escala.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo permitiu, primeiramente, estabelecer duas metodologias de extragdo proteica, uma especifica
para bactérias acido laticas e outra para leveduras. Essas abordagens levaram em consideracdo as caracteristicas
fisico-quimicas dos microrganismos estudados. Os diferentes métodos de aplicagdo e aquisi¢do dos espectros desses
dois microrganismos também foram avaliados, sempre visando a rapida identificacio por MALDI-TOF MS. Em
outro pilar do projeto, pardmetros criticos da técnica, como concentracio celular e crescimento microbiano em
diferentes meios de cultura foram ponderados, verificando que mesmo havendo algumas varia¢Ses no perfil espectral
de acordo com o meio de cultivo, essas diferencas nio foram suficientes para uma classificacdo errénea pelo banco
de dados MALDI-Biotypert.

Assim como toda técnica baseada em espectrometria de massas, a biotipagem por MALDI-TOF MS
possui certas limitagoes. Dentre as principais estdo: fenémenos de extingdo de i6ns, em que o sinal baixo de algumas
proteinas ¢é extinto por fons altamente ionizaveis, suprimindo o sinal, principalmente pela intensidade ser relativa
(WILKINS E LAY, 20006), podendo resultar na diminuicdo da sensibilidade quando estio sendo analisadas diferentes
estirpes, altamente relacionadas MOOTHOO-PADAYACHIE et al., 2012); diferentes habilidades das proteinas em
formar fons, modificando a intensidade do sinal; e, principalmente, ser dependente de um banco de dados.

Nosso estudo mostrou que 63% dos microrganismos testados, pertencentes ao género Lactobacillus,
tiveram um aumento da capacidade de identificagdo ao nivel de espécie de 57% a 100%, quando foi utilizado um
banco de dados préprio, com isolados do proprio processo, desta forma, ficou evidente a necessidade de construir
um banco de dados cada vez mais abrangente com a biodiversidade das dornas. Entretanto, esse aumento da
performance s6 foi possivel devido a prévia caracterizacdo molecular dos isolados utilizando técnica multilocus. Para
Lactobacillus, a regido 16StDNA sozinha ndo foi discriminatéria o suficiente, entretanto a utilizagdo de genes
housekeeping mostrou-se eficiente para a identificagdo interespecifica dos isolados, s6 ndo conseguindo diferenciar
consistentemente alguns isolados pertencentes ao grupo L.cases, havendo ambiguidade na classificagdo quando
utilizava o gene groEL. Ja em relagdo as leveduras, as regides ITS e 288 nr-LSU remeteram a mesma espécie,
provendo uma maior confiabilidade classificatéria. Comparando as classificagdes moleculates e espectrométricas de
bactérias e leveduras, tivemos que a analise de fingerprinting por MALDI-TOF MS utilizando o banco Biotyper teve
desempenho equivalente a analise MLST, mas possuindo duas vantagens principais: ser muito mais rdpida, nio
precisando de extensas metodologias de extragdo, sequenciamento e montagem de sequéncias e, ser mais barata.

Adicionalmente, este estudo permitiu a eficiente discriminacido por analises estatisticas dos isolados de
Lactobacillus em diferentes espécies e enumerou os valores de 7/g presentes em 100% das tepeti¢oes de cada grupo,
como sendo provaveis picos biomarcadores intraespecificos. Para leveduras, a analise de fingerprinting teve um
poder discriminatério ainda maior, diferenciando cepas da mesma espécie e, mostrando que as leveduras do processo
fermentativo possufam um perfil espectral mais semelhante do que a cepa de outro ambiente, podendo ser
facilmente distinguida.

Desta forma, foi demostrado que a técnica MALDI-TOF MS possui um enorme potencial para ser
utilizada como ferramenta de biotipagem de isolados de Lactobacillus e cepas de S.cerevisiae, sendo necessatio a
construgio de um banco de dados que abranja o maximo da biodiversidade microbiolégica das usinas do Brasil e,
consequentemente melhore a capacidade discriminatéria da técnica. Futuros estudos inter-laboratorais podem levar

ao desenvolvimento desse banco e consequentemente, a identificacdo rapida e precisa de cepas selecionadas de
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S.cerevisiae, distingdo de cepas prejudiciais ao processo ditas nao- Saccharomyces e identificagdo de microrganismos

bacterianos contaminantes.
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